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1. Introducción
Capítulo 1 
INTRODUCCION
Los polímeros iónicos en medio acuoso pueden disociarse total o parcialmente y 
comportarse como polielectrolitos. La presencia de cargas positivas y/o negativas localizadas en 
grupos laterales de la cadena principal del polímero, confieren a éste propiedades específicas 
que difieren cualitativa y cuantitativamente de las de sus homólogos no cargados. El origen de 
estas propiedades se debe a que la alta densidad de carga del macroión produce un fuerte campo 
eléctrico capaz de atraer contraiones, generando por tanto una atmósfera iónica que rodea al 
esqueleto macromolecular [1]. La interacción entre las cargas fijas sobre el poliión y los 
contraiones del medio determinarán la forma y tamaño de la macromolécula, o sea desde el 
ovillo estadístico (random coil) a alta fuerza iónica hasta la forma perfectamente extendida (rod- 
like), pasando por todas las formas intermadias a medida que la fuerza iónica del medio 
disminuye. La influencia, en unas determinadas condiciones, que ejerce el polielectrolito sobre
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su entorno inmediato ha sido objeto de numerosos estudios teóricos y experimentales cuyos 
detalles sería árduo enumerar, remitiendo al lector a algunos libros y monografías [2-6]. 
Concretando pués, el interés de la presente Memoria se centra en el estudio de la difusión de 
polielectrolitos disueltos en medio acuoso a través de cavidades (poros) que presentan ciertas 
redes tridimensionales poliméricas en estado gel. Experimentalmente, este tema se puede 
abordar mediante estudios de equilibrio estático de disoluciones poliméricas en presencia de gel 
y que conducen al cálculo del coeficiente de reparto del polielectrolito entre la fase gel y la fase 
libre de gel, o bien mediante el empleo de una técnica de flujo basada en la determinación del 
coeficiente de distribución o reparto del soluto polimérico entre la fase móvil y la fase 
estacionaria [7-11]. Esta segunda modalidad, la de flujo continuo, ha sido la selecionada, 
concretamente la cromatografía de exclusión molecular (SEC) debido a la experiencia acumulada 
durante los últimos cinco años por nuestro grupo, tanto en fase orgánica [12-16] como en fase 
acuosa [17-22],
La cromatografía de exclusión en fase orgánica alcanzó un gran auge en la década de los 
setenta, quedando bien establecidos tanto los fundamentos teóricos como los efectos 
secundarios que podían afectar al mecanismo de separación estética pura [23]. La década de los 
ochenta se caracterizó por el desarrollo y comercialización de nuevos geles hidrofüicos de alta 
resolución, lo cual permitió que la SEC en fase acuosa sirviera mayoritariamente para 
caracterizar, entre otros, polielectrolitos tanto sintéticos como biológicos [4]. Actualmente, esta 
técnica, se usa ampliamente tanto en bioquímica como en biotecnología, no sólo para determinar 
promedios de peso molecular sino para separar e identificar péptidos proteínas, polinucleótidos 
y agregados macromoleculares tales como virus, liposomas, etc.[24]. Sin embargo y en 
contraste con la SEC orgánica, se ha puesto en evidencia en numerosos experimentos con 
(bio)polielectrolitos sintéticos y naturales que la elución cromatográfica en medio acuoso no 
cumple estrictamente el mecanismo de exclusión pura, principalmente debido a un cierto número 
de efectos secundarios originados por interacciones específicas entre el soluto polimérico y el 
gel cromatográfico [25]. Entre estos efectos cabe destacar el de exclusión de ión, intercambio 
iónico, interacción hidrofóbica y puente de hidrógeno. Parece plausible atribuir estos efectos 
secundarios a fenómenos interfaciales entre la atmósfera iónica del polielectrolito y la superficie 
interior del poro del gel, puesto que es en esa zona donde se establece el equilibrio de reparto 
del soluto polimérico entre la fase móvil y la fase estacionaria. Conviene considerar que no sólo 
el polielectrolito tiene un campo eléctrico asociado, sino que la superficie del gel dispone de 
grupos funcionales hidrofüicos, disociados o no, que contribuyen a que la superficie del mismo 
exhiba una cierta carga residual [26,27]. La supresión total de esta carga residual lógicamente 
minimizaría o anularía los efectos secundarios, pero desafortunadamente y a pesar de los 
esfuerzos realizados, hasta estos momentos no se ha comercializado ningún gel hidrofüico de
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estas prestaciones.
El problema de la partición de polielectrolitos en el interior de poros cargados, es un tema 
de reciente interés tanto desde el punto de vista teórico como experimental. Entre las 
contribuciones mas relevantes cabe citar a Dubin y col [28-30] que han desarrollado un modelo 
para predecir el efecto de exclusión de ión basado en la reducción del volumen de poto accesible 
al polielectrolito y calculando un volumen de repulsiónen función del potencial electrostático de 
la fase estacionaria. El mismo grupo ha propuesto también el uso de un índice de hidtofobicidad 
que está directamente relacionado con el efecto hidrofóbico [31]. Mori [32] ha establecido una 
correlación empírica entre el volumen de repulsión y la fuerza iónica del eluyente. Styring y col. 
[33] centran su atención en el comportamiento electrostático de la atmósfera iónica que rodea al 
polielectrolito, sin considerar el efecto de la carga residual del geL Otros intentos se han dirigido 
a obtener una magnitud representativa del tamaño y forma de un polielectrolito en disolución. 
En este sentido cabe mencionar el producto M[q] (siendo M y [q] el peso molecular y la 
viscosidad intrínseca del polielectrolito respectivamente), de reconocida universalidad en SEC 
con eluyentes orgánicos [34], junto con un número de modificaciones de este producto que se 
han sugerido así como otras magnitudes representativas de una gran variedad de geometrías del 
polielectrolito [20,21,35-40]. Finalmente, se han publicado algunos modelos teóricos [41-47] 
relacionados con la exclusión de ión y fundamentados en la integración de la ecuación de 
Poisson-Boltzmann con el fin de calcular el potencial de interacción entre una macromolécula 
cargada en las inmediaciones de una barrera también cargada del mismo signo que el poliión. 
Las simplificaciones que los autores introducen para resolver dicha ecuación junto con la 
ausencia de datos experimentales necesarios para contrastar la validez de las predicciones, 
permite afirmar que, en el mejor de los casos, las predicciones teóricas aportan soluciones 
parciales del problema, pero el aspecto global del mismo sigue siendo todavía un desafío para 
los investigadores involucrados en este tema.
La complejidad de aislar experimentalmente las distintas contribuciones al mecanismo de 
separación en SEC acuosa de polielectrolitos se comprenderá fácilmente, puesto que interviene 
un gran número de variables tales como la concentración y clase (polianión o policatión) de 
polímero, la fuerza iónica del eluyente, el pH, tipo de gel (de matriz inorgánica u orgánica, alta 
o baja densidad de carga residual, etc), viscosidad del medio y otras. La evidencia experimental 
de los efectos secundarios enunciados anteriormente se puede realizar mediante la construcción 
de calibrados obtenidos en diversas condiciones experimentales y constatando las discrepancias 
que surgen al comparar los calibrados de polielectrolitos con los obtenidos con patrones de 
polímeros hidrosolubles no cargados, tales como dextrano, polietilenglicol y otros. En este 
contexto, cabe mencionar el estudio sistemático que venimos realizando con poliestirénsulfonato
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sódico, en agua pura y en presencia de sales tales como NaCl y NaNC>3 [17,19] así como el de 
la influencia de la viscosidad de dicho polielectrolito a concentración finita de poliión y en medio 
salino usando rellenos cromatográficos de tipo inorgánico (silícico) como orgánico [20-22]. La 
presente Memoria pretende ser una continuación de dicho estudio, con el propósito de 
profundizar tanto en los mecanismos de elución de polielectrolitos como en tratar de cuantificar 
los fenómenos interfaciales que se ponen en evidencia entre la nube eléctrica del macroión y la 
superficie del gel poroso, afectando de forma decisiva al proceso cromatográfico de elución.
Para abordar, pues, este estudio se tiene que disponer de información precisa sobre: los 
polímeros y geles seleccionados, condiciones del medio (disolvente o eluyente), variables 
operacionales cromatográficas (volumen de inyección, caudal, concentración de muestra 
inyectada, etc...), tipos de mecanismos involucrados en el proceso de elución cromatográfica y 
modelos interfaciales capaces de cuantificar las interacciones polímero-gel. Los polímeros 
seleccionados fueron dos de tipo vinñico, poliestirénsulfonato sódico y ácido poliacrüico, y un 
tercero de más aplicación en bioquímica, el ácido poli-L-glutámico. Se han empleado tres geles 
comerciales, uno de tipo silícico y otros dos de carácter orgánico, con el fin de poder establecer 
una comparación entre ellos y dictaminar cual es el óptimo en cada caso. La composición del 
medio en el que se va a disolver el polielectrolito y que posteriormente se usará como eluyente 
cromatográfico es importante porque va a determinar tanto la conformación (tamaño y forma) de 
la cadena polimérica como la carga residual del macroión. Se ha seleccionado una serie de 
disoluciones acuosas tamponadas con pH y fuerza iónica bien definidas, ya que dichas variables 
no sólo afectan al macroión, como acabamos de mencionar, sino también al grado de 
disociación de los grupos polares generalmente presentes en la superficie del gel y que en última 
instancia determinarán la carga residual del mismo. Las variables operacionales se han 
mantenido constantes puesto que su valor óptimo había sido experimentalmente determinado en 
estudios previos [17-20]. En lo referente a mecanismos de elución, la presente Memoria se 
centra en dos de ellos, el de exclusión de ión y el efecto hidrofóbico. Ambos efectos se 
evidencian experimentalmente por medio de adelantos y retrasos en el volumen de elución de 
una muestra dada, tomando como referencia un polímero no cargado, p.e. un polisacárido. 
Finalmente, se han aplicado diversos modelos [28,33,48,49] para poder cuantificar los 
fenómenos interfaciales entre el polielectrolito y el gel cromatográfico, ya que una correcta 
comprensión molecular de dichos fenómenos conducirá a optimizar el proceso cromatográfico 
de separación e identificación.
Los objetivos concretos que se pretenden alcanzar se pueden sintetizar en los siguientes 
apartados:
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a) Obtención de cromatogramas del ácido pol-L-glutámico, del poliestirénsulfonato sódico 
y del ácido poliacrñico con eluyentes acuosos de distinta fuerza iónica y pH, así como de 
los correspondientes a los polímeros no cargados (dextrano y polióxido de etileno).
b) Cálculo de la viscosidad intrínseca de diversas muestras de cada polímero en todos y 
cada uno de los disolventes seleccionados.
c) Construcción de las curvas log M[q] versus volumen de elución y constatación de la 
divergencia entre los calibrados correspondientes a los polímeros cargados y los neutros.
d) Evaluación cualitativa y cuantitativa de dicha divergencia, así como de la influencia de 
la naturaleza del polímero, del eluyente y del gel sobre el correspondiente efecto 
secundario.
e) Interpretación molecular de dichos efectos, enfatizando la repulsión electrostática y la 
adsorción entre el macroión y el gel. Para interpretar el primer efecto se usarán modelos 
interfaciales basados en la doble capa difusa, y para el segundo la teoría de Flory-Huggins 
adaptada a sistemas multicomponentes.
El Capítulo 2 se dedica a Fundamentos Teóricos donde se detallan los modelos y las 
ecuaciones que se han derivado de los mismos, puesto que algunas de ellas se aplicarán para 
obtener y discutir los resultados. El Capítulo 3 corresponde a la Parte Experimental y contempla 
la preparación de disoluciones para medidas viscosimétricas y cromatográficas, así como 
diversos esquemas referidos a las características estructurales de geles y polímeros utilizados. 
También incluye los datos correspondientes a las variables operacionales cromatográficas, 
caudal, temperatura, etc., y los calibrados de todos los aparatos empleados. El Capítulo 4 está 
dedicado a Resultados, fundamentalmente a la recopilación de los resultados primarios 
directamente procedentes de medidas experimentales tales como la viscosidad intrínseca a una 
fuerza iónica dada, [q]i, y a diversos valores de pH, incluyendo también los volúmenes de 
elución de cada muestra extraídos del máximo del cromatograma. Se complementa con las 
representaciones de Mark-Houwink-Sakurada para obtener las ecuaciones de viscosidad, [q] = 
KMa, y con los calibrados construidos para cada polímero en cada columna y eluyentes 
seleccionados. El Capítulo 5 contiene la Discusión de Resultados que se aborda desde un punto 
de vista cualitativo y cuantitativo perfectamente separados. La discusión cualitativa se centra en 
la influencia de la fuerza iónica, pH, naturaleza del polímero y del gel sobre los efectos 
secundarios mencionados anteriormente. Se compara el comportamiento de los tres geles
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comerciales usados y se proponen las condiciones óptimas de elución como aquellas que 
minimizan dichos efectos secundarios. La discusión cuantitativa se basa en la evaluación del 
coeficiente de distribución Ksec y ^  SEC Para polímeros no cargados y cargados, 
respectivamente. También se evalúa el espesor de la barrera electrostática de repulsión, que 
se opone a la permeación del soluto macromolecular. Además, se presentan nuevas ecuaciones 
que relacionan el volumen de elución con la fuerza iónica del eluyente, comparándose los 
valores calculados con dichas ecuaciones con los obtenidos experimentalmente así como con los 
calculados a través de otras ecuaciones de la bibliografía. Por último, se aplica el formalismo de 
Flory-Huggins de sistemas multicomponentes para explicar en términos de compatibilidad o 
afinidad polímero-gel las interacciones hidrofóbicas. El Capítulo 6 titulado Conclusiones 
recopila de forma ordenada y concisa los aspectos más destacados de la Memoria.
Finalmente, y como se puede comprobar, se ha preferido incluir la Bibliografía citada por 
capítulos con el fin de hacerla más accesible y evitar un único listado excesivamente recargado.
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Capítulo 2
FUNDAMENTOS
TEORICOS
2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEC)
2.1. Revisión del concepto de calibrado universal.
Desde el descubrimiento del Shepadex, un gel basado en polidextrano entrecruzado, en la 
decada de los 50, ha sido posible realizar la separación de una amplia variedad de biopolímeros 
hidrosolubles. En esta época, varios autores [1-3] describieron la elución de biomacromoléculas 
en este gel, en orden inverso a su peso molecular. Más tarde, Granath y Flodin [4] demostraron 
que la conducta de elución de una macromolécula estaba determinada por alguna función del 
tamaño molecular del soluto.
La elución de moléculas pequeñas se ha descrito amplia y satisfactoriamente como una
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relación lineal entre el logaritmo del peso molecular del soluto, log M, y su volumen de elución. 
Puesto que las proteínas globulares adoptan conformaciones prácticamente esféricas, sus 
tamaños moleculares se relacionan de forma simple con sus pesos moleculares, y como 
consecuencia la SEC es en la actualidad la mejor técnica para separar y caracterizar 
macromoléculas. Sin embargo, para polisacáridos y otros polímeros sintéticos con 
conformación de ovillo estadístico, no existe una relación simple y general entre tamaño y peso 
molecular. La búsqueda de una correlación apropiada para determinar el volumen hidrodinámico 
efectivo de un biopolímero en SEC, que puede describirse como esferas (proteínas), varillas 
(virus y DNA), o estructuras al azar (polisacáridos, RNA,...), ha conducido a la investigación 
sobre el radio de giro del soluto en disolución [5] y otros parámetros relacionados.
La idea preconizada por Casassa [6-8] basada en que la elución por SEC de un soluto 
macromolecular cualquiera presenta un tiempo de retención proporcional al volumen 
hidrodinámico de la macromolécula se ha impuesto definitivamente. Sin embargo, existe 
actualmente una gran controversia sobre que magnitud universal es la más apropiada para 
representar el volumen hidrodinámico. En este sentido, el llamado "calibrado universal" 
introducido por Benoit y col.[9,10] es la correlación entre volumen de elución y tamaño 
hidrodinámico más aceptable para polímeros sintéticos. Dicho calibrado se fundamenta en la ley 
de viscosidad de Einstein:
[il] = uNAVh/M (2.1)
la cual relaciona el volumen hidrodinámico, Vh, de una macromolécula de masa molecular M 
con su viscosidad intrínseca, [q] (en mL/g). NA es el número de Avogadro y v es un factor que 
adquiere el valor de 2.5 para esferas. Esta ecuación predice que todas las moléculas que tengan 
el mismo valor de M[q] tendrán el mismo valor de Vh, y por consiguiente el mismo volumen de 
elución, Vc. Consecuentemente, Benoit y col. [9,10] propusieron un calibrado universal 
construido mediante la representación de log M[q] frente a Ve. Así, tras la selección de una 
columna de SEC con un intervalo apropiado de exclusión por tamaños y una fase móvil 
compatible, la utilización de la ecuación (2.1) será correcta. El calibrado de las columnas debe 
realizarse con patrones que posean una distribución estrecha de masas moleculares y 
viscosidades intrínsecas conocidas. Un calibrado con muestras de distribución ancha también es 
posible aunque requiere precauciones [11,12].
La relación entre la masa molecular y la viscosidad intrínseca de una muestra viene dada 
por la ecuación de Mark-Houwink-Sakurada (MHS):
[n] -  KMa (2.2)
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siendo K y a las constantes de MHS. Conocidas las ecuaciones viscosimétricas para los 
patrones comerciales utilizados en la construcción del calibrado, la representación de log M[rj] 
frente a Vc proporciona una curva a través de la cual se puede obtener la masa molecular de 
cualquier muestra desconocida. Para ello, también debe conocerse la viscosidad intrínseca de 
dicha muestra y calcular M desde el valor del producto M[q] procedente de forma directa de la 
curva de calibrado universal, según la ecuación:
M[n] -  KM,+1 (2.3)
La aplicación del calibrado "universal" ha encontrado detractores al observar errores 
procedentes de su utilización en la determinación de masas moleculares [13,14], Teorías 
recientes sobre mecanismos de retención en SEC están basadas en el supuesto de que el proceso 
de exclusión por tamaños está únicamente determinado por el Ve, sin admitir la posibilidad de 
adsorciones reversibles que introducen errores en la interpretación de resultados. Los problemas 
derivados de la adsorción de solutos en geles usados en SEC ha sido revisada ampliamente por 
Dubin [15]. Otros errores experimentales que impiden interpretaciones correctas de la ecuación 
(2.1) proceden de las medidas de viscosidad y de un control inadecuado de la temperatura.
De nuevo, puesto que en SEC las moléculas se separan en función de su tamaño, uno 
puede preguntarse qué parámetro es el más adecuado para describirlo. El volumen 
hidrodinámico es una elección razonable, pero como indicó Janea [14] otros parámetros de 
tamaño podrían considerarse en las curvas de calibrado universal. Así pues, el producto M[q] 
puede relacionarse también con el radio de una esfera equivalente, Rc, por la ecuación [14,16]:
M[n] -  (2.4)
y con el radio de giro, Rg, a través de [16]:
M[n] -  63/24>QRg (2.5)
siendo la constante universal de Flory, cuyo valor es 2,5.1o23 cuando [q] se expresa en
q #
cm /g. Finalmente, también existe una relación entre la viscosidad intrínseca y la distancia 
extremo-extremo cuadrática media, <r^>, a través de la expresión:
M [q]“ <I>0 < r> 3/2 (2.6)
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Como una llamada de atención sobre la aplicación del calibrado universal, Casassa [8] 
indica que el producto M[q] no es verdaderamente un parámetro de elución universal pero que, 
tanto la teoría como la experiencia conducen a la conclusión de que con esta magnitud se 
obtienen buenos resultados en la elución de especies del mismo tipo. Asimismo, la teoría de 
Casassa predice que, en un rango restringido de masas moleculares, existe una dependencia 
común de M[q] con Vc tanto para polímeros con conformación de ovillo estadístico como para 
estructuras tipo varilla o "rod-like". Frigon y col. [17] también confirman esta observación en 
calibrados obtenidos con dextranos y proteínas cargadas negativamente.
Potschka asegura recientemente [18-20] que el tamaño cromatográfico de un soluto puede 
describirse como la suma de dos términos: el primero es el radio viscoso (proporcional a M[q]), 
determinado hidrodinámicamente, y el segundo refleja la repulsión electrostática entre el gel y 
la macromolécula, y que es proporcional a la inversa de la raíz cuadrada de la fuerza iónica 
(*1-1/2). a  fuerzas iónicas altas este término puede ser despreciado. El mismo autor afirma que 
todas las clases de macromoléculas, independientemente de su forma, eluyen de acuerdo con el 
parámetro universal de tamaño, denominado "radio viscoso", el cual es equivalente al volumen 
hidrodinámico M[q]. No obstante, se han esgrimido discrepancias con respecto a esta 
afirmación [21] en referencia a la elución de macromoléculas biológicas como DNA y 
relacionadas con la rigidez de la varilla representativa de su forma, pero que se pueden eliminar 
escogiendo cuidadosamente valores de K y a apropiados al intervalo de M estudiado [20].
Finalmente, Potschka [20] indica que la propuesta original de Benoit y col.[9,10] se ha 
confirmado en numerosos estudios de SEC con disolventes orgánicos (ver refs. 14 y 18), pero 
que algunos investigadores prefieren utilizar los calibrados en términos del radio de giro, es 
decir utilizando la aproximación de Coll-Prusinowski [22]. En SEC acuosa los problemas son 
más complejos. Se han realizado numerosos tratamientos teóricos ninguno de los cuales da 
cuenta satisfactoria de los experimentos [18,19,21]. Las numerosas variables que influyen en 
estos experimentos, tales como concentración y tipo de soluto polielectrolítico, pH, I, carga 
residual del gel, etc., dificultan la búsqueda de un parámetro ideal representativo del tamaño y 
forma de los solutos. Sin embargo, y de acuerdo con Potschka [20], parece que M[q] 
representa exclusivamente el tamaño, por lo que desviaciones del calibrado de SEC ideal hay 
que atribuirlas a fenómenos totalmente ajenos al tamaño macromolecular, denominados "efectos 
secundarios" cuya descripción será objeto del siguiente apartado.
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2.2. Efectos secundarios en SEC
Se entiende por mecanismos secundarios en SEC a los provocados por interacciones 
específicas (excepto las hidrodinámicas) entre el soluto macromolecular y el gel cromatográfico. 
Refiriéndonos concretamente al medio acuoso podrán ser: electrostáticas (que incluyen 
exclusión de ión e intercambio iónico), hidrofóbicas, puentes de hidrógeno, etc. Nuestro interés 
se centra en dos de ellas: la exclusión iónica y el efecto hidrofóbico, y por tanto vamos a 
describir brevemente desde el punto de vista cromatográfico cada uno de estos tipos de 
interacciones.
a) Exclusión de ión: este tipo de interacción está basado en la repulsión electrostática entre 
cargas del mismo signo que presentan el polielectrolito y la superficie del gel en medio acuoso, 
y se traducen en un menor tiempo de retención de los solutos iónicos, es decir en menores 
volúmenes de elución del polielectrolito con respecto al de su homólogo neutro. 
Experimentalmente se evidencian desviaciones de los calibrados de las muestras a la izquierda 
del calibrado de referencia obtenido con patrones neutros.
b) Efecto hidrofóbico: es la interacción que ocurre por afinidad entre las zonas apolares 
del soluto macromolecular y del gel separador, lo cual se traduce en un mayor tiempo de 
retención del soluto y por consiguiente en mayores volúmenes de elución de los polielectrolitos 
con respecto al que presentan los polímeros neutros de referencia.
A continuación se comenta con más detalle el efecto de exclusión iónica y posteriormente 
en el § 2.4 analizaremos con mayor profundidad el efecto hidrofóbico.
En cromatografía acuosa por exclusión molecular (ASEC) de polímeros hidrosolubles es 
problemática la determinación de masas moleculares o de distribuciones de masas moleculares. 
Las razones de este hecho se han descrito bien en varias monografías sobre SEC acuosa [23]. 
Brevemente, los problemas derivan de la necesidad de tener grupos iónicos o fuertemente 
polares en la superficie del gel para que éstos sean compatibles con el agua, siendo precisamente 
las interacciones (electrostáticas y/o dipolares) de estos grupos con el soluto macromolecular las 
que distorsionan el mecanismo de exclusión estética pura [24].
Los polielectrolitos presentan problemas particulares puesto que la mayoría de geles de 
SEC acuosa tienen cargas negativas en la superficie por lo que si se practica la elución de 
policaüones, en algunos casos se pueden adsorber irreversiblemente sobre el gel separador. Por 
el contrario, cuando se pretende eluir polianiones, como es el caso en esta Memoria, las
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interacciones polímero-gel serán de tipo repulsivo entre cargas negativas. Dichas interacciones 
electrostáticas repulsivas restringen el acceso de la macromolécula al interior de los poros, lo 
cual se traduce en un menor volumen de elución del polielectrolito con respecto a un polímero 
neutro de igual volumen hidrodinámico. No obstante conviene tener en cuenta que el Vc 
depende fuertemente de la I del eluyente [25-32].
Las fuerzas electrostáticas repulsivas de largo alcance se originan por el solapamiento de 
las atmósferas iónicas o dobles capas eléctricas que se establecen alrededor del polielectrolito y 
sobre la superficie del gel [33]. El rango de esta interacción depende considerablemente de la 
fuerza iónica. Consecuentemente, para un valor dado de fuerza iónica, un poliión eluirá a un 
volumen determinado por su radio de exclusión efectivo, Re, es decir, el radio geométrico de la 
partícula (core) más la contribución de la doble capa. Esta última contribución puede 
cuantificarse como la suma del espesor de las dos dobles capas, una de la partícula y otra del gel 
[34,35].
El efecto de la fuerza iónica sobre el espesor de la barrera electrostática es bien conocido y 
de acuerdo con la teoría de Debye-Hückel dicha distancia es proporcional a I"1/2. Por otro lado, 
el efecto de la fuerza iónica sobre el polielectrolito es doble. Al aumentar la fuerza iónica no sólo 
se reduce el espesor de la doble capa alrededor del poliión sino que también se reduce el tamaño 
de la macromolécula debido al apantallamiento de cargas a lo largo de la cadena, lo cual se 
traduce en una contracción intramolecular, o lo que es lo mismo, en una disminución de su 
viscosidad intrínseca [36]. De todo ello puede predecirse que los volúmenes de elución en SEC 
de polianiones decrecerán linealmente con I '1/2, cuando el resto de factores se mantengan 
constantes, suponiendo que el parámetro que determina la separación depende del Rc. El radio 
de la partícula descargada determinará la separación sólo cuando el espesor de la doble capa sea 
cero, es decir, cuando I-* °°. Sin embargo, esta condición no puede alcanzarse 
experimentalmente debido a los efectos de adsorción, pero puede examinarse por extrapolación 
de los datos a I = °°.
Por otra parte, la influencia del pH aunque importante es menos dramática que la de la 
fuerza iónica. El efecto del pH sobre la elución de solutos iónicos en geles de sílice o de 
polímeros hidrofüicos repercute en el mayor o menor porcentaje de disociación de los grupos 
cargados del poliión y de los grupos ionizables del gel. Así pues, cuando el pH del eluyente es 
inferior al pKa de dichos grupos, éstos se encontrarán en su gran mayoría protonados, con lo 
cual un descenso del pH conduce a minimizar las repulsiones electrostáticas. Por el contrario, 
cuando el pH sea superior al pKa los grupos ionizables de soluto y gel exhibirán cargas 
negativas y, en consecuencia, aumentarán las repulsiones culómbicas, así como el espesor de la
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barrera electrostática. No obstante, el pH no afecta a las dimensiones del polianión por lo que la 
viscosidad intrínseca no se ve experimentalmente afectada [32].
En conclusión, las curvas de calibrado de polielectrolitos convergerán con las de 
referencia (polímeros neutros) cuando disminuya el pH y aumente la fuerza iónica, en ausencia 
de cualquier otro mecanismo secundario, aunque no hay que olvidar que los mecanismos de 
adsorción siempre están presentes en mayor o menor medida [37]. Vamos a examinar a 
continuación las distintas aportaciones teóricas sobre las interacciones polímero-gel que han 
sido elaboradas para poder justificar las divergencias entre calibrados correspondientes a 
polímeros neutros y cargados.
2.2.1. Teorías sobre repulsiones electrostáticas.
Hasta 1985 no se había realizado ningún intento para evaluar cuantitativamente la 
influencia de las repulsiones electrostáticas sobre la elución de polielectrolitos. A continuación 
se exponen los modelos más recientes en orden cronológico.
2.2.1.1. Modelo de Dubin-Tecklenburg[32].
El modelo propuesto por los autores para explicar este mecanismo secundario no es 
excesivamente complejo y está basado en una reducción del volumen de poros accesible a los 
poliiones [32].
La repulsión electrostática entre la superficie cargada del gel y el polielectrolito se visualiza 
corno una barrera que prohíbe la aproximación del poliión más allá de una cierta distancia de la 
superficie como puede verse en la siguiente representación esquemática.
X e
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La distancia de la "barrera electrostática", Xe, multiplicada por el área que ocupa la 
superficie del gel, A, proporciona el volumen impenetrable para el poliión pero totalmente 
accesible a los polímeros neutros. Este volumen innaccesible al soluto iónico y que refleja la 
disminución del tamaño de poro efectivo, ha sido denominado por los autores como volumen de 
repulsión, Vp y se define según:
V ^A X e (2.7)
Por otro lado, la ecuación clásica que relaciona el volumen de elución, Vc, con el 
coeficiente de reparto es [13]:
Vc «V 0 + KSEcVp (2.8)
donde V0 es el volumen intersticial de la columna, Vp el volumen de poros y K§ec el 
coeficiente de partición que representa la fracción del volumen de poros accesible a la 
macromolécula.
A la luz del modelo y teniendo en cuenta la ec.(2.7), para un polielectrolito la ec.(2.8) 
podría escribirse:
V'c -V 0 + KION(Vp-Vr) (2.9)
donde las magnitudes con el superíndice "prima" se refieren siempre al polielectrolito.
Es evidente que esta ecuación es válida también para polímeros no iónicos pues en este 
caso Vr =* 0, y por tanto Kjqn = Ksec» 1° cua  ^ proporcionaría la ec.(2.8). Los autores 
definieran por conveniencia el volumen de poros efectivo para polielectrolitos como:
V 'p«Vp - V r (2.10)
Así pues, sustituyendo la ec.(2.10) en (2.9) quedaría:
Vc * V0 + KI0NV'p (2.1 la)
o también:
v  c “  V o + K  SECv p (2.1 Ib )
donde representa el coeficiente de reparto que tiene en cuenta además mecanismos
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secundarios ajenos al tamaño.
Para un mismo volumen hidrodinámico, M[r|], una línea horizontal que conectara los 
datos experimentales de los calibrados universales para polielectrolitos y polímeros neutros 
proporcionaría de la abscisa los valores de K'sec y ^SEC» respectivamente. Teniendo en 
cuenta las ecs.(2.8) y (2.11), el cociente entre ambos coeficientes de reparto proporcionará:
K  SEC _ V e~V o K 1QNV  P ( 0
K  * V -V  "* K  V
SEC e ° SEC P
En primera aproximación, el coeficiente de reparto varía como la raíz cúbica del volumen 
de poros [38]. Por tanto, se puede escribir:
K'
K
SEC
SEC
V' 4/3
(2.13)
P)
De este modo, a partir de la ec.(2.13) y conocidos los valores de Ksec ^  curvas de 
calibrado correspondientes, podría estimarse el valor de V'p y por tanto de Vr. Si el valor 
encontrado para Vr es el correcto, entonces la representación de logM[q] frente a Kjqn P31^  un 
polielectrolito coincidirá con el calibrado de referencia construido con polímeros no cargados.
Por otra parte, si el polielectrolito se considera de forma simplista como un ión 
multivalente, se pueden calcular valores de Vr asumiendo un potencial electrostático de doble 
capa, \pc, constante. Esto es, mientras la distancia o espesor de la barrera, Xg, es función de la 
carga superficial del gel y de la fuerza iónica del medio, \|/c no lo es. Si la dependencia de y  con 
X es conocida, para valores de pH y fuerza iónica dados, se podría calcular \|/e a Xc para esta 
serie de condiciones. Además, Xc y, por tanto, Vr podrían calcularse en otras condiciones 
experimentales con una función \|/(X) diferente, asumiendo un valor idéntico de \|/c. Para llevar 
a cabo esta predicción teórica, se requiere conocer la forma algebraica de y(X) en diversas 
condiciones de pH y fuerza iónica.
La obtención de \y(X) se puede realizar suponiendo un modelo de doble capa difusa en el 
interior del poro (Gouy y Chapman [39]) en conjunción con la integración de la ecuación de 
Poisson-Boltzmann La solución numérica de esta ecuación se halla tabulada para diferentes 
conjuntos de potenciales de superficie, \|/Q, tipos de valencia y concentraciones de electrolito
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[40]. Además, puesto que \|/G depende en última instancia de la densidad superficial de carga, o, 
es obvio que el cálculo exacto de Vr requiere también del conocimiento de esta magnitud.
Finalmente, este modelo simplificado ofrece una explicación semicuantitativa de la 
dependencia de las curvas de calibrado de polianiones obtenidos con geles de igual carga al 
variar la fuerza iónica del eluyente. No obstante, las predicciones realizadas desde 
consideraciones del potencial electrostático referido exclusivamente a la fase estacionaria, no 
aportan resultados concluyentes. Las ambigüedades encontradas proceden de las numerosas 
aproximaciones intrínsecas al modelo. Los autores señalan que para efectuar un tratamiento más 
riguroso, debería desarrollarse un modelo que además tuviera en cuenta tanto dimensiones 
finitas como la distribución de carga del poliión.
2.2.1.2. Modelo de Dubin-Speck-Kaplan [36].
El modelo desarrollado por Dubin y col. en 1988 es una mejora del anterior, es decir la 
idea básica consiste en la reducción del volumen de poros accesible a la macromolécula debido a 
la existencia de una doble capa sobre la superficie del gel originada por la repulsión 
electrostática entre cargas iguales del polielectrolito y del gel. En este modelo se cuestiona el 
hecho de que Kg^c sea igual a K'sec a M[n] constante y en consecuencia que Vr y Xc sean 
también constantes para todo el rango de pesos moleculares. Asimismo, se tiene en cuenta la 
variación del volumen de repulsión con el tamaño del poliión [36].
En primer lugar, se evalúa el potencial electrostático, y c a una distancia Xe. Para ello, se 
asume una geometría plana de la superficie puesto que el radio medio del poro es mucho más 
grande (un orden de magnitud o más) que el espesor de la barrera, Xc. De este modo, el poro 
puede visualizarse como una superficie esférica de gran radio, situación para la cual la ecuación 
de Poisson-Boltzman tiene solución numérica [40].
La siguiente aportación novedosa del método es evaluar la dependencia del volumen de 
retención con el peso molecular. Para ello, en primer lugar hay que analizar la diferencia de 
volúmenes de elución entre los calibrados de polielectrolitos y de polímeros neutros a M[q] 
constante. Dicha diferencia se expresa como:
AVC=VC-V 'C (2.14)
siendo Vc y V'c los volúmenes de elución de un dextrano y un polianión respectivamente, de
19
2. Fundamentos Teóricos
igual volúmen hidrodinámico. Este AVC debe depender del radio efectivo de ambos polímeros, 
del radio del poro y de Xg. Para obtener dicha expresión es necesario asumir una geometría 
definida (cilindrica en el presente modelo) para los poros y tratar a los polímeros como esferas 
hidrodinámicas rígidas, lo cual representa una aproximación que se desvía drásticamente de la 
realidad. Dubin y col. asumen que los polímeros son esferas impenetrables de radio Rq, el cual 
está relacionado con M[q] por medio de la ecuación:
R 31023M[n]
1/3
n N (2.15)
donde [q] se expresa en mL/g y Rr) en A. Teniendo en cuenta la expresión de Casassa [6] del 
coeficiente de reparto en SEC para polímeros neutros, se obtiene:
K SEC
a p R n (2.16)
Para polielectrolitos con igual M[q], y por tanto igual Rq, el radio de poro efectivo será 
ap-Xg, y en consecuencia:
K ' SEC
a -  X -  R n p c n (2.17)
Teniendo en cuenta las ecs. (2.8) y (2.11b) del modelo descrito en §2.2.1.1 y 
sustituyendo en la ec.(2.14) las ecs.(2.16) y (2.17) se llega finalmente a:
AVe - ^ ( 2 a pXe -2 X eR I)-X 2e)  (2.18)
A la vista de esta expresión, si Xg fuera constante con el peso molecular del soluto, es 
decir sólo dependiera del gel, AVC debería decrecer linealmente con Rq. Sin embargo, los 
resultados experimentales mostraban lo contrario, es decir que Xc sí depende del peso 
molecular. Es por ello, que el siguiente paso tenía como objetivo evaluar Xc(Rq). Además de la 
ec.(2.8) para el volumen de permeación de solutos no iónicos, proponen una nueva ecuación
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para la elución de polielectiolitos:
V' V + K ' V' o SEC P (2.19)
donde V'p (volumen de poros accesible a la macromolécula) es ahora una constante. 
Consecuentemente, la probabilidad relativa de encontrar el poliión dentro del poro, K'sec» 
más pequeña que Ksec» Y en consecuencia V'c <.VC. Para evaluar considera que un poliión 
de tamaño R'n exhibirá el mismo volumen de elución que uno neutro de tamaño Rn > R'n- De 
este modo, a volumen de elución constante V'c * Vc (lo cual supone moverse a lo largo de una 
vertical en los calibrados) las ecs.(2.8) y (2.19) pueden igualarse:
K SECV P
K '  V ' 
^  SEC P ( 2.20)
definiéndose en este momento K'sec» Vp y V'p de la siguiente forma:
K 'SEC
a -  X -  R ' p e n
an ■“ X_ P c
(2 .21)
Vp -  nlica| 
V 'p-n h c (a p - X e) :
( 2.22)
(2.23)
siendo n y 1 el número de poros y la altura media de los mismos, respectivamente. Sustituyendo 
pues los valores de Ksec, K'sec» Vp y V p dados por (2.16), (2.21), (2.22) y (2.23) en la 
ec.(2.20) se obtiene:
( a n -  R n 'i r a -  X -  R ' ^p n nlrcap * P c TJank P / * P - X e J n lit(ap - X e) (2.24)
y simplificando:
X e “ R q -  R ',, (2.25)
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De acuerdo con esta expresión, la condición de Ksec constante (o de Vc constante) 
requiere que las dimensiones geométricas del poliión se reduzcan con respecto a las del 
polímero neutro en una cantidad exactamente igual a Xe. Sí se considerara una magnitud 
exclusiva de la doble capa del soluto [41], la ec.(2.25) implicaría que el radio geométrico del 
soluto cargado más su radio iónico efectivo sería igual al radio geométrico de un soluto neutro 
que coeluyera con el primero.
A pesar de la dependencia de Xc con R'n, lo que equivale a depender del peso molecular, 
los autores afirman que en un rango intermedio de pesos moleculares, Xe puede considerarse 
relativamente constante. Por tanto, no es de extrañar que la evaluación teórica de constantes de 
reparto con este modelo falle en el tango de bajos y altos pesos moleculares.
Finalmente, cabe destacar que este modelo no tiene en cuenta el potencial electrostático 
debido al poliión y por tanto, como sus autores indican, sigue constituyendo una primera 
aproximación teórica de los fenómenos que ocurren en realidad.
2.2.I.3. Modelo de Styring y col.
El modelo propuesto por Styring y col. [24,41,42] para la comprensión de los 
mecanismos secundarios de repulsión electrostática está basado fundamentalmente en suponer la 
existencia de una doble capa eléctrica alrededor del polielectrolito que restringe la entrada del 
mismo en los poros. Puesto que el potencial de esta doble capa es fuertemente dependiente de la 
fuerza iónica del medio, es en esta magnitud donde recae principalmente el comportamiento de 
elución cromatográfico. Asimismo, la mayor parte de su estudio se centra en obtener o predecir 
calibrados de polielectrolitos convergentes con los de polímeros neutros cuando I—►°°. La 
diferencia fundamental con los modelos anteriores [32,36] reside en el hecho de atribuir la doble 
capa exclusivamente al poliión. Como se ha dicho en repetidas ocasiones, puesto que la 
repulsión es una interacción polímero-gel, debería tenerse en cuenta que la existencia de la 
barrera electrostática es la suma de las dobles capas alrededor del soluto y de la superficie 
cargada del gel. Por tanto, este modelo es también una aproximación no rigurosa del fenómeno 
real.
La primera parte del modelo consiste en el cálculo de la viscosidad intrínseca del polianión 
cuando I-*°°, denominada [nW  Para su determinación debe cumplirse la expresión [43,44]:
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[ n ] - a  + b l' 1/2 (2.26)
donde el valor de la ordenada en el origen (esto es cuando I->°°) corresponderá a [r|]oo-
En segundo lugar, para la elución de partículas esféricas cargadas se supone [41] que el 
radio efectivo de la macromolécula, rc, es la suma de dos contribuciones: el radio físico de la 
partícula descargada ("core"), rc, más la interacción de la doble capa, 6, siendo el espesor de 
ésta proporcional a I-1/2. Así pues:
r e - r c + k l "1/2 (2.27)
la relación de rc con magnitudes típicamente cromatográficas requiere el uso de algún modelo 
que calcule el coeficiente de distribución entre la fase móvil y la estacionaria. Entre otros, se ha 
aplicado el modelo de Casassa [6]. Así pues, la expresión para el coeficiente de distribución del 
polielectrolito, teniendo en cuenta la definición de r dada en (2.27), será:
K 'S E C - I ^ T 2) (2-28)
y sustituyendo las ecs.(2.27) y (2.28) en la ec.(2.11b), se obtendría:
V 'e-  V „ - k 6, r 1/2 (2.29)
donde V» ■ VD + KgEC^p» 08 decir» el volumen de elución del soluto cuando 1-*°° (esto es 
6=0); y kci es una nueva constante que tiene en cuenta el volúmen de poros de la columna y los 
parámetros relacionados con la doble capa.
Los autores también apuntan que para un tratamiento más real de la variación del tamaño 
del soluto con la fuerza iónica debería utilizarse el Rq procedente del volúmen hidrodinámico 
M[r|] (ver ec.2.15). Sin embargo, reemplazar rc por Rq conduce a expresiones complejas para 
la dependencia del volumen de elución con I, que no permiten una extrapolación fácil del Vc a 
fuerza iónica infinita. Para obviar esta dificultad, se propone una relación semi-empírica para 
V'c correspondiente a un polielectrolito que cumpla el calibrado logM[q] vs Vc dado por:
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v / e “ ( V o  +  V p )  - k . k g M M j  ( 2 . 3 0 )
siendo -k^  la inversa de la pendiente del calibrado y [n]¡ la viscosidad intrínseca a una fuerza 
iónica dada. Combinando la ec.(2.30) con el término de corrección eléctrica de la ec.(2.29) se 
obtiene:
V 'e-  ( V 0 + V p) -  k^log M [n] j -  kdr 1/2 (2.31)
y de la comparación de las ecs.(2.29) y (2.31) se desprende que V» = (V0+Vp) -k^logMfqjoo, 
y que la dependencia del volumen de elución con I se modifica con la dependencia de [q] con L 
Reordenando la ec.(2.31) se obtiene:
V' e+ A “ V o, -  k d I~1/2 (2.32)
donde A es un término corrector dado por: A = k^logftq]! / tnloo).
Según los autores de este modelo la obtención de Voo de la extrapolación a 1-*°° en la 
ec.(2.32) es mucho más correcta que desde la ec.(2.29). Asimismo, proponen que la 
representación del calibrado universal logM[q]oo versus Voo para polielectrolitos debe ser 
convergente con el de polímeros neutros. No obstante, sus resultados experimentales discrepan 
con esta afirmación principalmente para altos pesos moleculares. La explicación de estos hechos 
la fundamentan en la aparición de posibles mecanismos secundarios de adsorción a fuerzas 
iónicas altas pero que no se cuantifican, siendo, por tanto, esta consideración puramente 
especulativa.
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2.3.Teorias sobre la longitud eléctrica de polielectrolitos.
Las propiedades en disolución de los polímeros dependen en gran medida de la naturaleza 
inherente de la macromolécula y de las interacciones soluto-soluto y soluto-disolvente de corto y 
largo alcance [5,45-48]. Las interacciones de corto alcance frecuentemente se representan por la 
longitud total de persistencia, Ly, que describe la rigidez local de la cadena. Por el contrario, las 
interacciones de largo alcance dependen del parámetro de volumen excluido, z [5,45-48]. Para 
las disoluciones de polielectrolitos, las interacciones coulómbicas entre cargas fijadas a lo largo 
de la cadena principal afectan también a los parámetros mencionados. Dichas interacciones son 
muy sensibles a la presencia de contraiones [49].
Por otro lado, es bien conocido que la viscosidad de un polímero depende fuertemente de 
su tamaño y forma. En el caso particular de polielectrolitos de cadena lineal, un gran tamaño 
global y una conformación local estirada concurren en disolución diluida a baja fuerza iónica, 
mientras que las cadenas se contraen progresivamente si se añade un electrolito y/o cuando 
aumenta la propia concentración del polielectrolito. La fuerza iónica de la disolución anula las 
interacciones repulsivas entre cargas situadas a lo largo del esqueleto o cadena principal de la 
macromolécula. Un parámetro muy utilizado para analizar la competencia entre las repulsiones 
electrostáticas y el efecto de apantallamiento por contraiones, es la longitud de Debye-Huckel, 
k-1 [5]. Esta magnitud caracteriza la distancia a la cual se reducen fuertemente las repulsiones 
coulómbicas entre dos cargas del mismo signo en disolución. Este parámetro está directamente 
relacionado con la fuerza iónica, I (expresada en mol/L) y se define como [5,50-57]:
K‘ 87c 1 03NaQI (2.33)
donde k tiene unidades de m-1; NA es el número de Avogadro y Q la distancia de Bjerrum que 
se define como:
(2.34)
siendo e la carga eléctrica elemental, e0 la permitividad del vacío, e la constante dieléctrica del 
medio y kT el factor de energía de Boltzmann.
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En relación con esto, la conformación de una cadena polielectrolítica puede definirse a 
través de dos longitudes: la longitud de la varilla (rod), 1 * Na (N, grado de polimerización; a, 
distancia entre cargas) o bien con la longitud de persistencia total, L j. La relación Lj/1 
proporciona información cualitativa de la rigidez de la cadena. Según Odijk (7), sí LjVl » 2  la 
cadena está cerca del límite de "bastón"; sí Lj/1 » 1  la cadena está replegada, y sí L j/1 « 1  la 
macromolécula adopta la forma de cadena gaussiana.
El concepto de longitud de persistencia electrostática, Le, fue desarrollado simultánea e 
independientemente por Odijk [50-52] y Skolnick and Fixman [53] basándose en una forma 
linearizada de la ecuación de Poisson-Boltzmann. Dicha longitud está relacionada con la fuerza 
iónica a través de k"1, según:
4k a'
(2.35)
Debido al fuerte acoplamiento entre los contraiones y los poliiones (Q /a» l) tiene lugar la 
denominada condensación de Manning [58] y entonces la expresión para Lc se simplifica de 
forma:
L .  í-r- (2.36)
4QK2
No obstante, para disoluciones de polielectrolito muy diluidas Odijk [52] introduce una 
corrección a la ecuación (2.36), dada por:
L - hO-sii) (2-37)e 4QK2
Una vez evaluada Lc, la longitud de persistencia total de la cadena L j es la suma de dos 
contribuciones:
L r = Lp + Lc (2.38)
donde Lp es la parte intrínseca correspondiente a la cadena neutra. Normalmente, Lp« L c y por 
tanto se puede aproximar L j  * Lc. Así pues, la contribución electrostática debe ser considerada 
para elaborar una descripción significativa de las propiedades hidrodinámicas de las 
disoluciones.
Respecto a la variación de Lc, y por tanto de la conformación del polielectrolito, con la
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fuerza iónica [55] debe esperarse que cuando I-*°°, Lc-+0 y por tanto L j * Lp. Cabe pensar 
pues que la dependencia de Lc con I-1/2 sea lineal, al igual que ocurre con la mayoría de 
magnitudes representativas del tamaño, [q], R^, etc. que hemos considerado en los modelos 
cromatográficos anteriormente expuestos.
2.4. Teorías sobre mecanismos secundarios de adsorción.
La cuestión básica es aclarar en este momento sí se puede o no atribuir razonablemente la 
afinidad apolar de los geles hidrofüicos acuosos al fenómeno de la "interacción hidrofóbica". 
Antes de responder a esta cuestión, es esencial definir explícitamente que se entiende por 
interacciones hidrofóbicas. El gran número de definiciones existentes al respecto acentúan más 
si cabe su confusión a medida que se consultan y todavía se invoca con frecuencia en la 
interpretación de fenómenos como la asociación molecular y la disociación [59,60]. El término 
interacción hidrofóbica ha sido usado para referirse a conceptos totalmente diferentes: por 
ejemplo, se ha referido a la entropía [61-63] y a veces a la entalpia de formación [64] de "agua 
estructurada" alrededor de grupos apelares [65]; otras veces para explicar las interacciones 
favorables de moléculas de soluto entre sí cuando éstas rehuyen al agua [66]. Asimismo, en 
ocasiones se refiere a la entalpia de las interacciones soluto-agua [67].
En la teoría del "agua estructurada" originalmente apuntada por Frank y Evans [65] se 
supone que el agua en la vencidad de solutos no polares, forma más enlaces de hidrógeno por 
molécula de agua que el agua alejada de dicho soluto, resultando una disminución de la entropía 
y un consiguiente aumento de AG [61-63]. Consecuentemente los solutos apolares en 
disolventes acuosos tienden más o menos a asociarse (AH negativo) para minimizar la pérdida 
de entropía o aumento de AG. La mayoría de los parámetros termodinámicos representativos de 
interacciones no polares en disoluciones acuosas han sido interpretados acertadamente con esta 
teoría. Sin embargo, la presencia de agua estructurada alrededor de grupos apolares ha sido 
cuestionada por varios autores [59,68,69], En este contexto puede ser relevante la afirmación de 
Hildebrand [70]: "en conclusión, no existe hidrofobia entre agua (molécula polar) y aléanos 
(moléculas apolares) sino que éstos no poseen la suficiente hidrofüia para introducirse en los 
enlaces de hidrógeno del agua, por tanto las moléculas de alcano pueden estar en el interior de la 
disolución sin necesidad de contactar con grupos polares".
Así pues, en el presente, no hay una única definición de "interacción hidrofóbica". Sin
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embargo, a pesar de que las teorías mencionadas son divergentes en sus planteamientos, todas 
atribuyen el acrecentamiento de las interacciones apolares a las anómalas y grandes fuerzas 
cohesivas del agua. De acuerdo con lo anterior, la adición de sustancias desnaturalizantes tales 
como urea [71], hidrocloruro de guanidinio [72] o aniones altamente polarizables (SCN~ y I") 
[73-75] a disoluciones acuosas de solutos hidrofóbicos se manifiesta en un efecto salino y por 
tanto causa la disociación de los "enlaces apolares". Por el contrario la presencia de estructuras 
estabilizantes, tales como el NaCl o NajSO^ producen el efecto inverso [76]. Las teorías 
mencionadas coinciden también en sostener que la asociación de solutos apolares en medio 
acuoso va acompañada por una minimización de la pérdida de entropía, lo cual no debe ser 
necesariamente interpretado como que tal efecto termodinámico pueda ser la causa de dichas 
asociaciones.
En el contexto de esta Memoria el término "interacción hidrofóbica" indica una asociación 
favorable entre grupos apolares del soluto polimérico y del gel en medio acuoso, 
independientemente de las energías subyacentes, y de acuerdo con otros autores.
Así pues, desde el punto de vista cromatografico, Potschka [20] y Styring [24] atribuyen 
las interacciones hidrofóbicas a fuerzas de tipo de Van der Waals, es decir, de largo alcance. 
Esto puede estar de acuerdo con Morí [37] que asegura que la retención de polielectrolitos en 
geles hidrofüicos es el resultado del compromiso de tres efectos: exclusión por tamaños, 
repulsiones electrostáticas o efecto de"ion-exclusion" y adsorciones polímero-gel debidas 
fundamentalmente a interacciones hidrofóbicas. Sin embargo, cuando se utilizan geles basados 
en sílice poroso que poseaen fases hidrofüicas unidas químicamente y grupos silanol en la 
superficie, cabe esperar exclusión por tamaños exclusivamente a fuerzas iónicas suficientemente 
altas, mientras que en geles de polímeros hidrofüicos entrecruzados con grupos iónicos 
carboxílicos y/o hidroxílicos residuales, a fuerzas iónicas suficientemente altas pueden 
evidenciarse interacciones hidrofóbicas polielectrolito-gel. Como puede comprobarse en el 
Capítulo 3 se han empleado ambos tipos de geles y la evidencia experimental que corrobora la 
existencia de interacciones hidrofóbicas será discutida en el Capítulo 5.
2.4.1. Formulación termodinámica [77].
El apantallamienlo de los grupos iónicos del polielectrolito junto con la disminución de la 
carga residual del gel cromatografico puede inducir una disminución drástica de las 
interacciones repulsivas polímero-gel. En estas condiciones las interacciones hidrofóbicas 
pueden alcanzar una cierta preponderancia, condicionando el mecanismo de separación.
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Macroscópicamente este efecto se manifiesta por medio de adelantos en el volumen de elución 
del polielectrolito que puede llegar a alcanzar valores superiores a los de su homólogo no 
cargado. Tradicionalmente, estas desviaciones hacia la derecha de un calibrado de referencia se 
atribuyen a adsorciones entre los segmentos de la cadena polimérica y los centros activos del 
gel. En el marco de los sistemas poliméricos multicomponentes, este tipo de adsorción 
(generalmente reversible, puesto que el soluto es eluído) se puede tratar en términos de 
compatibilidad o afinidad entre ambos componentes, es decir, el polielectrolito y el gel. En el 
presente caso, el sistema multicomponente estaría formado por disolvente (l)/soluto polimérico 
(2)/gel cromatográfico (3).
Vamos a abordar el tratamiento termodinámico de este sistema temario por medio de la 
teoría de Flory-Huggins [45] de polímeros en disolución. El sistema descrito puede 
considerarse formado por dos fases que coexisten en equilibrio:
(a) una fase binaria constituida por la disolución de polímero fuera del poro (fase móvil) o 
dentro del poro pero lejos de la pared de éste; y
(b) una fase ternaria constituida por la disolución polimérica y el gel expandido por el 
disolvente. Sólo una pequeña fracción del polímero entrecruzado constituyente de la matriz del
gel es solvatada por el disolvente, y dicha fracción toma parte en el proceso de separación
cromatográfica.
Para definir la composición de ambas fases utilizaremos la siguiente nomenclatura:
<j>i0 (i = 1,2): fracción en volumen del componente i en la fase binaria ( <j>10+(J>2o = !)•
<j>i (i = 1,2,3): fracción en volumen del componente i en la fase ternaria ( 4>i+(í)2+<l)3 “ !)•
Uj (i * 1,2): fracción en volumen solo de los componentes 1 ó 2 en la fase ternaria (uj =
La expresión de Flory-Huggins (FH) para la energía libre de Gibbs de mezcla, AG^, para 
un sistema formado por dos polímeros y un disolvente es [78]:
a o m ¿  i ,
2 rfn i ln<|.i + ( g 1^ 1(|)2 + g 13(t. 1<|.3 + g 23<(>2(|>3) y m . n 1 (2.39)
i« l i-1
y la expresión correspondiente, AG^b, ^  sistema formado por un polímero y un 
disolvente es:
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a g m
RT “ n i ln<t) 10 + n 2^  ^20 + 11 $  20® 12^  Hp ^2.40)
donde n¡ es el número de moles del componente i en la mezcla, m¡ la relación entre los 
volúmenes molares del componente i y el componente 1 (componente de referencia) y gy el 
parámetro de interacción de FH que está relacionado con el clásico parámetro %y (independiente 
de la concentración), a través de:
X y í t y - g y í t y - d - t y
d g ..
d(J>.
YJ )
(2.41)
a presión y temperatura constantes.
La condición de equilibrio entre ambas fases viene dada por [79]:
rdG
du.
dAG M (2.42)
10
donde Gu es la energía libre de Gibbs de mezcla por unidad de volumen de líquido en la fase 
estacionaria (o fase gel), esto es: Gu * AGM/[V(1-<|>3)], siendo V el volumen total. Teniendo en 
cuenta las ecs.(2.39) y (2.40) se llega a:
dG,
du
RT
v i
t u.
ln 1 +u, + 1 -  sin
dg
u,
i + y  ■ s + r h 7 ( u 2 ■ v * u (V +
+ ( T T ^ ) u 1U 2 i s f  + ( T T Í ¡ ) u 3813(+3> -
U3 ' 
1+ u.
(2.43)
dAG
^  -  f L | to *io + i -  sto 4jo -  s + -  ♦ 10)*12(* I0> ♦ dg (2.44)
siendo s=Vj/V2 la relación entre los volúmenes molares de los componentes 1 y 2 . 
Sustituyendo las ecs.(2.43) y (2.44) en la ec.(2.42), suponiendo que g12(uj) -  g 12(^10)» <lue 
(dg12/dui) -  (dgi2/d^io) [®0] y recordando que u¡ = <j>j/(l-^ 3) se puede escribir:
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ln
♦ 20 ) _ m 2* y
r+ io i
J + £ 23^  3  ^ g 13^ 3^ 12 Y 10; 1 +
2 ( ^ - d > 20)
* 1 * 2  1d g 12 ^ 10^ 20 d g 12
* 1 0 -
©
-
d * i o
(2.45)
La ec.(2.45) es similar a la obtenida por otros autores [81], exceptuando los dos últimos 
términos del segundo miembro. Por desarrollo en serie de ln(<}>io/<)>l)* 99 Puec e^ aproximar a: 
(j^lnC^jo/^j) * 1 H"(4>2~<t>2o)/(í>3* Sustituyendo esta aproximación en la ec.(2.45), suponiendo 
que <j> 10^20 * ^1^2 ^ despreciando los términos (^ -^ q ), finalmente se obtiene:
ln *20 ) ® 2^  3| ’23VY3 1.3 3 ®12VT10
10Y20 dg 12
d<)>10
(2.46)
Por otro lado, cuando existen mecanismos secundarios ajenos al tamaño en un proceso de 
separación en SEC, el volumen de elución de un soluto polimérico viene dado por [82-84]:
V e - V o ^ S E c K p V p (2.47)
siendo Kp el coeficiente de distribución que tiene en cuenta las interacciones soluto-gel, y el 
resto de magnitudes como se definieron anteriormente (ver §2.2.1.1).
Para la evaluación de Kp, Dawkins y Hemming propusieron la expresión [82-84]:
V -V
- \  - V i -  Alog M[n] + B) (2.48)
P
en la cual se supone que el volumen hidrodinámico es el parámetro que determina la separación 
por exclusión estérica (A y B son constantes). Una representación de la ec.(2.48) como log 
M[q] frente a (Vc-Vq)Kp_1 proporcionará un calibrado universal cuando los solutos se separen 
por exclusión estérica exclusivamente, esto es Kp = 1; o cuando sean separados por exclusión 
estérica y por mecanismos secundarios (tales como adsorciones), es decir Kp >1.
El cociente (<h2/<í>2o) ec.(2.46) es precisamente el coeficiente Kp, por lo que se puede
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escribir:
h K p »  ” m 2^3' 1 + § 23(^ 3) ® 13(^ 3)
^ 10^20
1- * ,
dg
d<|> (2.49)
Puesto que Kp está evidentemente relacionado con la posible adsorción o desorción del 
soluto polimérico sobre el gel (compatibilidad o incompatibilidad entre soluto y gel), resulta 
interesante intentar relacionar Kp con el coeficiente de solvatación preferencial, X.
La expresión de A, a una concentración finita <j>3 viene dada por [85]:
M u1,« 3) - v 3A 1 + <|>3v 3A2 (2.50)
siendo v3 el volumen específico parcial del polímero que constituye el gel, Aj * y
A2 ■ -(A12M111+2A1M113+M133)/2M1j, y definiéndose:
M .. -  lim
a2G,
du.du. 1 J
M... -  lim 
1Jk
f 3a o .
du.du.du, l 1 j kj
Efectuando los cálculos pertinentes para My y Myk se obtiene:
RT M 13 = s 1+ 8?3 823 ” ^ 2 0  ^ l(Pg 12^  1<P ~ ^ 10^  20 d(J>1() (2.51)
2
r a  M u  '  + '  2*U»,0> + 2(^20 -  ♦«pSj + * 1 0 * 2 0 ^  (.2.52)
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—-M  RT 111 10
A 2d g 12
d<|>
(2.53)
10
12 Y10
dg
10 10^20
d2g 12
2
10
(2.54)
R T M 133 = 1 S + 2^2 0  ^10^g 12^10^ 2g13 + 2g23 ( 2-55)
donde gjj0 son los parámetros de interacción a dilución infinita.
Como la adsorción preferencial o selectiva de un soluto polimérico (o un disolvente) 
puede ser cuantificada indistintamente por medio de las ecs. (2.49) ó (2.50), se ha considerado 
oportuno intentar relacionar ambas ecuaciones. Desde un punto de vista termodinámico, las 
ecs.(2.49) y (2.50) pueden servir para definir un estado de referencia en el cual los polímeros 
son únicamente separados por exclusión estética. Para valores suficientemente bajos de <J>2 y de 
<J>3 , la ec. (2.49) se puede simplificar de la forma:
InKp - - m 2* 3(l + g023- g 0 3 -g 0 2) (2.56)
ya que en esas condiciones g y * g?. + <J>.
í d g .. 
d(j>. -g?.&ij
(y <t>2 -  $20 * 0 es usual en los experimentos cromatográficos). La ec.(2.56) es equivalente a la 
expresión obtenida por Lecourtier y col. [86]:
lnK p “ X 2{ln(l -<|>3) + <^ 3( x 23 -  %13 -  x 12)}
-  ” X 2^  3(1+ X23 " * 1 3 “ X12) (2.57)
El valor de Kp predicho con la ec.(2.57) es cualitativamente similar al obtenido mediante 
la ec.(2.56) ya que n^ = V2/Vj es proporcional al grado de polimerización, Sin embargo, 
la ec.(2.56) es más general que la (2.57) puesto que la primera utiliza los parámetros gy
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dependientes de la concentración que son más exactos [80].
La expresión para X, cuando <{>3 -*0 viene dada por:
— 1 — g® + g® + g®1 ®23 *13 *\2Mu.) -  -  v ------------------ g-------  (2.58)
donde el valor de s ha sido despreciado puesto que V2 » V  j.
Por otro lado, los valores de g°23 pueden ser calculados a partir de [87,88]:
<2-59>
y considerando la variación de %23 0011 <t>3:
X23^ 3> ~ X™ + X'r»<K + X"„<l>‘,  +......  (2.60)
podemos escribir:
8 23(+ 3) " (* ” + * W 2 +  * W 3 + ........) +  ( 5C W 2 + 5C W 3 + .........)<K +23
go*23
23'
+ S'23* 3 +'
23 23' 23'
(2.61)
por lo que:
^23 * X23 + X 23^ + XW 3 +  (2.62)
o también:
g°*23 x° - +
dg 23
23 d<|>, (2.63)
Los valores del parámetro de interacción entre dos polímeros, %°23 son normalmente muy 
pequeños [89] y decrecen cuando el peso molecular aumenta [78,90]. Teniendo en cuenta que 
los valores de (dg23/ckt>3) suelen ser también pequeños y que el gel es un polímero entrecruzado
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de muy alto peso molecular, g°23 puede ser despreciado y las ecs.(2.56) y (2.58) pueden 
escribirse finalmente de forma:
h K , m 2 ^ 3 ^  g 1 3 ~ g 12^ (2.64)
M up -  v ( 1 + g 13 * g 12^
31 ” 2g j2 “ 2 (dg 12/d<|>10)
(2.65)
A la vista de estas ecuaciones se desprende que valores negativos de X indicarán 
solvatación preferencial del soluto polimérico (componente 2) sobre la matriz del gel 
(componente 3), lo cual puede interpretarse de acuerdo con otros autores [86,91] como que: las 
macromoléculas están "disueltas" dentro de la fase gel. En esas condiciones Kp >1 y ln Kp >0. 
Para valores de Kp usuales, 1< Kp< 3 [82-84] y de acuerdo con la ec.(2.64) es fácil observar 
que puesto que m2 posee un valor muy grande (m2=V2/Vj), los correspondientes valores de (f>3 
deben ser muy pequeños y por tanto los valores de (l-g °i3-g°i2) serán negativos, resultado 
que está de acuerdo con la evolución de X. Hemos visto pues como la aplicación de la teoría de 
FH a sistemas multicomponentes permite relacionar una magnitud típicamente cromatográfica, 
Kp, con otra de equilibrio entre dos fases, X. Como puede verse en ecs.(2.64) y (2.65), ambas 
magnitudes vienen en función de potenciales binarios de los componentes del sistema. La forma 
en que afecta el peso molecular del polielectrolito a Kp será objeto del análisis cuantitativo del 
Capítulo 5.
2.4.2. Formulación del equilibrio adsorción «-*■ desorción [92].
La utilización del factor de retención cromatográfico obtenido con una fase estacionaria no 
polar como una medida de la hidrofobicidad del soluto ha sido bastante aplicado tanto 
experimental como teóricamente [76,93-95], El coeficiente de distribución cromatográfico, 
KgE£, también puede utilizarse como una medida tentativa de la afinidad del soluto por un gel.
En ausencia de repulsiones electrostáticas, la separación cromatográfica estará 
determinada por el efecto combinado de la exclusión estérica y las interacciones hidrofóbicas 
[92]. Así pues, en algunos sistemas, junto a la partición por tamaños puede también asumirse 
que acontece un rápido equilibrio de adsorción entre soluto (S) y gel (G), esto es:
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S + G «=* SG (2.66)
Si los coeficientes de actividad de los sitios ocupados (SG) y desocupados (G) se 
suponen iguales [96], la constante del equilibrio de adsorción se podría definir como:
K
[SG] 
®i * [S][G] (2.67)
donde [G] y [SG] son las concentraciones molares de los centros activos libres y ocupados, 
respectivamente, en el volumen de fase estacionaria (fase gel) accesible al soluto, y [S] la 
concentración molar del soluto libre. Puesto que [G] + [SG] * [G]0, [SG] puede escribirse de 
forma:
[SG]
Kal[S][G] 0
1 + K J S ]
(2.68)
De acuerdo con Laurent y Killander [97], el volumen de elución, Vc, de un soluto 
polimérico en SEC es inversamente proporcional a la probabilidad de que dicho soluto esté en la 
fase móvil, P(m). Suponiendo que tanto el equilibrio de partición (controlado por exclusión 
estérica) como el equilibrio de adsorción son lo suficientemente rápidos para que se establezcan 
durante el proceso cromatográfico, a bajas concentraciones de soluto, P(m) puede escribirse de 
la forma:
[S]VC
P(m) [S]V o + K SECV ^  + [SG]>
(2.69)
es decir, número de moles de soluto en la fase móvil / número total de moles de soluto en todas 
las formas. KSEC es el coeficiente de reparto debido sólo a exclusión estérica, sin otro tipo de 
interacciones, por tanto representa la fracción en volumen de la fase gel accesible al soluto. 
Combinando la relación Vc = cte/P(m) con la ec.(2.69) y sustituyendo en la ec.(2.68) se 
obtiene:
K <d[S][G ]0'\
cíe
[S] v c ♦ k secv p [S] + 1 + K J S ]
[S]V, (2.70)
puesto que Vc ■ VQ cuando P(m) ■ 1, se desprende que cte = VQ, y la ec.(2.70) se simplifica de
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modo:
Ve “ Vo + KSEa 1 + 1 + K J S ]
(2.71)
si se compara la ec.(2.71) con la ec.(2.47), la expresión entre corchetes es equivalente al 
coeficiente de reparto debido a interacciones de adsorción, Kp. De este modo, el coeficiente de 
reparto experimental, K'SEC = KSECKp, está directamente relacionado con la constante de 
adsorción, según:
r1+ K* [G]°icj1 l +K(d[S]K  SEC- K SE( (2.72)
Consecuentemente:
K«,[0 ] 0ir ■ i + ___5_____
K P 1 + K J S ] (2.73)
En ausencia de interacciones hidrofóbicas entre soluto y gel, * 0 y entonces K'SEC
sKSEC*
Por otro lado, para concentraciones muy diluidas de soluto, la ec.(2.72) puede 
transformarse en:
^  SEC* ^ S E C Í1 + (2.74)
y por tanto la ec.(2.73) se podría reescribir como:
K p - 1  + K J G ] 0 (2.75)
La ec.(2.74) puede, por conveniencia, reordenarse para obtener como una función de 
los coeficientes de reparto cromatográficos, según:
K
*  [G] 0
1C -  ir 
SEC SEC
KSEC
(2.76)
donde [G]q es una constante para un gel dado, por lo que puede introducirse en el valor de , 
y transformarse en:
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K'ad
r '  _ r  
SEC SEC
KSEC
(2.77)
y por tanto:
K p - 1 + K 'a . (2.78)
Por otro lado, la energía libre standard de formación del enlace hidrofóbico entre soluto y 
gel puede calcularse desde:
AG^ -  -  RT l n K ^ -  -  RTln
K ' -  K
SEC SEC
K (2.79)SEC
siendo por tanto ln [(K'SEC - KSEC) / KSEC] una medida cuantitativa de la hidrofobicidad de 
los solutos.
Por último, sustituyendo en la ec.(2.77) la definición de los coeficientes de distribución 
en cromatografía de un polímero neutro (ver ec.2.8) y de un polielectrolito (ver ec. 2.11b), se 
puede obtener una relación de las constantes de adsorción con los volúmenes de elución 
obtenidos experimentalmente, expresándose por medio de:
K ' V 'c -V e  
«* v e - v 0
(2.80)
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Capítulo 3
PARTE
EXPERIMENTAL
3.1 Productos
Los polielectrolitos (polianiones) empleados en esta Memoria son de tres tipos: Acido 
poli-L-glutámico (PGA), Poliestirénsulfonato sódico (PSS) y Acido poliacrílico (PAA). 
Respecto al PGA se han utilizado tres patrones comerciales de Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, USA) de baja polidispersidad y masas moleculares de 13.6,43.0 y 77.8 kdaltons. El PSS 
de Pressure Chemical Co. (Pittsburg, PA, USA) de polidispersidad inferior a 1.1 y masas 
moleculares de 1.6, 16.0, 31.0, 88.0 y 177 kdaltons. Las muestras de PAA de Aldrich 
Chemical Co. (Milwaukee, WIS, USA) y masas moleculares de 5.0, 90.0 y 250 kdaltons, 
respectivamente. En la Tabla 3.1 se detallan los valores de las masas moleculares, Mw; 
polidispersidad; masa molecular de la unidad monomérica, mo; longitud de la unidad 
monomérica, a; y constante de disociación, pKa, de los tres polielectrolitos utilizados, 
respectivamente. Las estructuras químicas de los tres polímeros se presentan en la Figura 3.1.
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TABLA 3.1 
Datos de los polielectrolitos utilizados
Muestra Mw (dalton) (gA^ol) a (Á) pKa
PGA-1
PGA-2
PGA-3
13600
43000
77800
1.10 147 3.45 4.07-4.25
PSS-1
PSS-2
PSS-3
PSS-4
PSS-5
1600
16000
31000
88000
177000
£1.25
£ 1.10 206 2.5 1.5
PAA-1 5000
PAA-2
PAA-3
90000
250000
1.10 72 2.5 4.25
Los patrones de dextranos (DEX) y de polióxido de etileno (POE), eran de Pharmacia 
Fine Chemical (Uppsala, Suecia) y sus masas moleculares fueron 2.0 y 4.0 para el POE; y 
10.0, 17.7, 40.0, 66.9, 83.3, 170, 500 y 2000 kdaltons para el DEX respectivamente.
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Ácido poli-L-glutámico (PGA)
" V CH 7 ^
i '  n
CH.
CH,
I
COOH
Poliestirénsulfonato sódico (PSS)
CH
CH
Ácido poliacrílico (PAA)
CH
CH
COOH
Figura 3.1.- Representación esquemática de la unidad monomérica de cada polímero.
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3 .2  Preparación de las disoluciones tampón
El agua usada de calidad ultrapura procedía de un equipo MILLI-Q (Millipore Corp.) cuya 
conductividad media fue en todos los experimentos de (6.2±0.5)x l0^  Q^cm '1.
Las sales empleadas en la preparación de los tampones han sido Na2HP0 4, NaH2P04 y 
NaCH3COO de grado analítico y CH3COOH glacial de Merck (Darmstadt, Alemania).
Los tampones seleccionados fueron: fosfato (Na2HP04/NaH2P04) de pH=7.0 y acetato 
(CH3COOH/NaCH3CO) de pH=5.0, preparándose por dilución de la mezcla adecuada de los 
productos puros. En ambos casos se prepararon seis fuerzas iónicas: 0.005; 0.01; 0.02; 0.05; 
0.10 y 0.20 M.
La fuerza iónica del tampón se calcula con la expresión:
obstante, cuando las sales proceden de ácidos débiles, como es el caso, C¡ es una función de las
El pH de todos los tampones se confirmaba por medida directa con un pH-metro Crison 
modelo MicropH 2000 (Barcelona, España), de precisión ±0.01 unidades de pH, cada vez que 
se preparaban.
(3.1)
siendo C¿ la concentración molar de los iones procedentes del electrolito y Z¡ su carga. No
constantes de disociación de éstos. Así pues, la expresión anterior para el caso del tampón 
acetato sería:
1 f K 1
I -  [AcH]— f -  + [Acf] + [Na+] + [H+] + [OH'] (3.2)
*• m  i[H ]
y para el tampón fosfato:
(3.3)
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3 .3  VIscosim etría
3.3.1.- Método experimental de medida
La determinación de las viscosidades se llevó a cabo con un viscosímetro tipo Ubbelohde 
de Schott Gerate (Hofheim, Alemania) que consta de tres ramas, una de ellas capilar (ver Figura 
3.2). Las medidas se realizaron a 25.0±0.1 °C en un baño termostatizado de la misma marca, 
modelo CT 1450. La lectura del tiempo de flujo de la disolución por el capilar se realizó con un 
dispositivo de control automático AVS 440. Esta unidad puede programarse para determinar el 
número de medidas a realizar, el tiempo de caída, el tiempo de atemperación de la muestra o el 
porcentaje de tolerancia en las medidas, entre otras variables. También realiza la carga y 
descarga automática del viscosímetro.
Las disoluciones de las muestras se prepararon por pesada del polímero en una balanza 
analítica Mettler H20 (precisión ±0.00001 g) y aforando con la correspondiente disolución 
tampón, previamente filtrada, hasta 10 mL. La concentración inicial para todas las disoluciones 
fue de 0.4% (p/v). El resto de concentraciones se realizaron por dilución directa en el 
viscosímetro, utilizándose para ello una bureta automática Schott Gerate modelo T80/20 con una 
precisión de ±0.01 mL.
La medida de la viscosidad intrínseca de un polímero se realiza introduciendo una 
disolución de éste, de densidad y concentración conocidas, en el viscosímetro. Por diferencia de 
presión se hace subir la disolución por el capilar hasta llenar el bulbo C (ver Figura 3.2), en 
cuyo momento cesa la presión y se abren las tres ramas, alcanzando el sistema la presión 
atmosférica y empezando el líquido a fluir por el capilar. La medida del tiempo de caída libre del 
volumen de líquido que existe entre los dos enrases A y B, nos proporciona el dato necesario 
para el cálculo de la viscosidad relativa, y por consiguiente de la viscosidad intrínseca, [q].
Como es bien conocido, la viscosidad intrínseca de un polímero se expresa como [1]:
(3.4)
siendo qsp la viscosidad específica y c la concentración. A su vez la q ^  está relacionada con la 
viscosidad relativa, qp según:
n sp -  *1 r -  1 (3.5)
Así pues, como se deduce de la definición de [q], ec.(3.4), son necesarios los valores de
3. Parte Experimental
rjr a varias concentraciones. Teniendo en cuenta que [2]:
t\ -  Apt -  Bp/t (3.6)
donde A y B son constantes características del viscosímetro, p es la densidad de la disolución y 
t el tiempo de flujo a través del capilar. Podemos expresar qr como:
n p(At -  B / t )  
n r  «l0 P0(At0 - B / t 0) <3’7>
siendo t y íq los tiempos de flujo correspondientes a disolución y disolvente con q y q0 » 
respectivamente. Si denominamos p a la relación de densidades entre ambos, y y a la relación 
entre los tiempos de flujo, la ecuación anterior queda de la siguiente forma:
n_ Kt -  * h )
oI r - T T -  ' l - x  <3-8>
donde x es la corrección para la energía cinética del disolvente y viene dada por x=B/Ato2. Para 
un mismo viscosímetro y a una temperatura dada, x es constante. Por desarrollo en serie del 
término (l-x) '1 de la ec.(3.8) y despreciando las potencias de segundo orden, se obtiene:
n r “ Py(1 + 6) (3.9)
en donde 5 vale:
5 -  x(l + x)(l -  1/y2) (3.10)
En el presente trabajo se ha considerado que p*l ya que las disoluciones utilizadas eran 
muy diluidas. Las constantes A y B se obtienen del calibrado del viscosímetro como se verá 
más adelante.
Para cada muestra y en cada disolvente se han realizado medidas de 11 concentraciones. 
El tiempo de caída para cada concentración ha sido el promedio de al menos seis medidas con 
una desviación menor de 0.05 segundos.
49
3. Parte Experimental
Figura 3.2.- Viscosímetro capilar tipo Ubbelohde
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3.3.2. Calibrado del viscosímetro
El calibrado se ha realizado midiendo los tiempos de flujo de una serie de disolventes de 
densidad y viscosidad conocidas. Teniendo en cuenta la ec.(3.6), que puede escribirse también 
deforma:
y - - B  + At2 (3.11)
siendo A y B respectivamente la pendiente y ordenada en el origen de la recta obtenida al 
representar r\t /p frente a t2. En la Tabla 3.2 se indican los disolventes empleados y los 
tiempos de flujo, así como los valores de densidad y viscosidad a 25 °C, tomados de la 
bibliografía [3,4], junto a los valores de qt/p y t2 necesarios para realizar la recta de calibrado.
La representación de los valores de la Tabla 3.2 se muestra en la Figura 3.3, 
observándose una buena correlación. Del ajuste por mínimos cuadrados se han calculado los 
siguientes valores para las constantes A y B:
A * 4.943 xlo-5 cm2s"2 
B -  1.783 xlO-2 cm2
El coeficiente de regresión del ajuste fue r = 0.9989.
TABLA 3.2
Valores numéricos de las magnitudes correspondientes a la ec.(3.11)
Disolventes p (g/cm3) 
(ref. 3)
n (cp) 
(ref. 4)
t de flujo (s) qt/p (cm2) t2 (s2)
Acetona 0.78502 0.3075 81.86 32.07 6701.06
Heptano 0.67949 0.3859 123.81 70.32 15329.4
Metanol 0.78660 0.5440 140.81 97.38 19827.46
Benceno 0.87370 0.5961 137.47 93.79 18896.91
Agua 0.99708 0.8904 183.03 163.45 33501.45
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200
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OI
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Hcptano
Acetona
4010 20 300
t2* 10‘3 (s2)
Figura 3.3.- Calibrado del viscosímetro capilar utilizado.
3 .4  HPSEC
A pesar de los avances en la instrumentación aparecida en esta última década, el 
funcionamiento básico del equipo cromatográfico es el original. El disolvente-eluyente 
almacenado en un depósito, es filtrado, desgasificado y bombeado a presión a través de una o 
varias columnas conectadas en serie, siendo dividido en dos líneas: muestra procedente de las 
columnas y referencia, procedente del inyector. La disolución de polímero se inyecta en la línea 
de muestra y a la salida de la/s columna/s es comparada con la de referencia mediante un sistema 
de detectores que mida alguna propiedad física proporcional a la concentración. La respuesta a 
la diferencia en dicha propiedad se convierte en una señal eléctrica que posteriormente es 
registrada.
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3.4.1. Descripción del equipo y montaje experimental
El equipo de cromatografía liquida consta fundamentalmente de cuatro partes (para más 
detalle ver Figura 3.4):
- Sistema de bombeo del disolvente.
- Sistema de inyección.
-  Columnas cromatográficas.
- Sistema de detección.
El sistema de bombeo consiste en una bomba de doble pistón alternativo de Waters, 
modelo M-45, que puede alcanzar una presión de 4500 psi. (306 atm.) desde un caudal de 0.1 
mL/min. a 9.9 mL/min.; un sistema de amortiguación que consigue una constancia en el caudal 
de ±0.01 mL/min. y un potenciómetro limitador de presión con una escala de 100 a 6000 psi.
Como sistema de inyección se ha utilizado un U6K Injector de Waters, del tipo de válvula 
de puerta múltiple. Básicamente se trata de un circuito en paralelo con el de conducción, por el 
que se introduce la muestra a presión ambiental. Consiste en un bucle calibrado de 2 mL. de 
capacidad límite que está siempre lleno de eluyente. En el momento de la inyección se produce 
automáticamente una marca en el registro que señala el origen en la escala de volúmenes de 
elución.
El detector empleado a la salida de la columna ha sido un reffactómetro diferencial de 
Waters, modelo R-401, cuyo rango de atenuación en múltiplos de dos, varía desde l/4x hasta 
128x, correspondientes a una señal a escala completa de 6* 10"6 a 3* 10-3 unidades de índice de 
refracción.
Para la recogida de los cromatogramas se ha utilizado un registro bicanal Yokogawa 
(Electric Works Ltd., Tokio, Japón).
Las conexiones entre todos los elementos del circuito se realizaron con tubería capilar de 
acero y conectares especiales (volumen muerto nulo) con el fin de evitar la dispersión axial.
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Figura 3.4.- Esquema del montaje experimental
1. Depósito de eluyente
2. Sistema de bombeo de eluyente
3. Sistema de inyección de las muestras
4. Columnas cromatográficas
5. Detector de índice de refracción
6. Medidor de caudal
7. Registro
8. Recipiente de recogida de eluyente
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3.4.2. Columnas
Las columnas cromatográficas son la parte principal del equipo por ser en ellas donde se 
lleva a cabo el proceso de separación. En la presente Memoria se han utilizado tres tipos de 
columnas de SEC acuosa: Protein 1-250 de Waters, Spherogel TSK PW4000 de Toyo Soda 
(Tokyo, Japan) y Ultrahydrogel UHG-250 de Waters, que difieren básicamente en el tipo y 
naturaleza química del relleno o gel cromatográfico Las características técnicas así como el tipo 
de gel de cada columna se detallan a continuación en sus apartados correspondientes.
Las características específicas de cada columna, así como las estructuras químicas de los 
geles se encuentran esquematizadas en la Tabla 3.4 y en la Figura 3.5, respectivamente.
3.4.2.1 Protein 1-250
El soporte de la Protein 1-250 es un gel inorgánico constituido por partículas esféricas de 
gel de sílice, que le confiere rigidez, derivatizada con grupos hidrofüicos neutros que se hallan 
covalentemente unidos a la superficie [5]. En el proceso de fabricación se consigue recubrir un 
gran porcentaje de dicha superficie, aunque aproximadamente un 50% de los grupos silanol 
permanecen sin reaccionar y por tanto facilitan las interacciones iónicas soluto-gel.
Los grupos silanol ionizables tienen un pKa *6 [6,7], lo cual implica un rango de 
estabilidad óptimo si se trabaja a valores de pH comprendidos entre 2.0 y 8.0. La columna 
posee una distribución de tamaños de poro que provee un rango de separación entre 10000 y 
500000 daltons para proteínas globulares, y de 2000 a 150000 daltons para muestras con 
conformación de ovillo al azar.
Para una fase móvil de determinada fuerza iónica y pH, la elución de las muestras 
dependerá del volumen hidrodinámico, de las posibles interacciones entre los grupos ionizables 
laterales del polímero con la superficie del gel y del grado de interacción hidrofóbica. Así pues, 
los cambios en la composición de la fase móvil que afecten a las propiedades químicas de las 
muestras y del soporte influenciarán la extensión de las interacciones con la fase estacionaria.
El test para medir la eficiencia de la columna (número de platos por metro) se realiza 
inyectando 50 pL de o-diclorobenceno empleando metanol como eluyente y a una velocidad de 
flujo de 2mL/min.
Las características técnicas de esta columna se detallan en la Tabla 3.3.
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3.4.2.2. Spherogel TSK PW4000
El material base de la columna TSK PW4000 consiste en un copolímero entrecruzado de 
poliéter hidroxilado. Se trata pues de un gel semi-rígido e hidrofílico [8-11]. El rango de 
exclusión está comprendido entre 2000 y 300000 daltons. El tamaño de partícula es de 13 pm, 
con un diámetro de poro promedio de 500 Á. El test de eficiencia se realiza inyectando 50 pL de 
metanol al 10% (v/v) en agua como eluyente y con una velocidad de flujo de lmL/min.
Permite trabajar con fase móviles de hasta 0.5 M de fuerza iónica máxima y en un amplio 
rango de pH (entre 2.0 y 12) sin que la estabilidad del relleno se vea afectada. El resto de 
detalles técnicos como radio del poro, eficiencia y dimensiones se hallan sumarizados en la 
Tabla 3.3.
3.4.2.3. Ultrahydrogel 250
En esta columna el relleno base es también un polímero entrecruzado e hidrofílico, 
concretamente polimetacrilato hidroxilado con algunos grupos carboxilo residuales [12-15], Es 
muy útil en la caracterización de polímeros hidrosolubles tanto iónicos como neutros. Posee un 
tamaño de partícula menor y eficacias mayores que los geles acuosos convencionales.
Por otro lado, poseen una gran versatilidad pues el relleno es muy estable en el rango de 
pH 2-12 lo cual le proporciona una vida más larga a la columna. Asimismo, es estable en un 
intervalo amplio de temperaturas, entre 10 y 80 °C. Permite la separación de muestras en un 
amplio rango de pesos moleculares y muestra baja adsorción con solutos hidrofóbicos. Tiene un 
pKa(medio) de 8.5 [13].
La eficiencia de la columna se obtiene inyectando 20 pL de etilénglicol al 0.25% (v/v) 
empleando agua como eluyente y una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. Para más detalles 
técnicos ver Tabla 3.3.
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TABLA 3.3
Características de los soportes cromatográ fíeos utilizados 
C aracterísticas Protein 1-250 Spherogel TSK PW4000
Relleno Sílice derivatizada con Copolímero de poliéter
grupos hidrofílicos hidroxilado
Rango de separación
(M ^ daltons) 2000-150000 2000-300000
Diámetro del poto
(d,A) 250 500
Radio del poro
125 250
Rango de pH 2-8 2-12
Eficiencia
(Platos por metro, N/m) 16000
Dimensiones (mm.) 7.8x300 7.8x300
U ltrahydrogel UHG-250
Polimetacrilato hidroxilado con 
grupos -COOH residuales
<100000
250
125
2-12
10000
7.8x300
HO
Figura 3.5a.- Representación esquemática de la superficie del poro del gel Protein 1-250.
(a) Grupos silanol aislados, (b) Grupos silanol derivatizados. (c) Grupos 
silanol geminales y (d) Grupos silanol ionizados.
OH
O
O
%
OH O
Figura 3.5b.- Representación esquemática del gel TSK PW4000
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0
1
c = o
OH
0
1
c =  O
R R R
OCH
O =  C
Figura 3.5c.- Representación esquemática del gel UHG-250
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3.43. Condiciones experimentales para la obtención de cromatogramas
Los disolventes-eluyentes utilizados, agua ultrapura para el calibrado de las columnas y 
tampones de fuerza iónica y pH variables en el resto de experiencias, fueron previamente 
desgasificados y filtrados a vacío a través de filtros de celulosa regenerada de 0.45 pm de poro, 
proporcionados por Micro Filtration Systems (Dublin, CA, USA). La desgasificación se 
consideró básica puesto que la presencia de burbujas de aire puede dañar el relleno y disminuir 
la resolución de la columna. Por otro lado, la filtración evita la obstrucción de los filtros propios 
del sistema cromatográfico.
Las condiciones de trabajo seleccionadas para todos los eluyenles fueron:
Caudal de eluyente:
Velocidad del registro: 
Sensibilidad del detecten 
Presión del sistema: 
Temperatura:
0.8 y 1.0 mL/min. en función de las especificaciones 
propias de cada columna.
1 cm/min.
8x
300-900 psi.
(25.0±0.1) °C.
Las disoluciones de las muestras se prepararon por pesada directa del polímero en 
recipientes de 1 mL. de capacidad apropiados para tal fin, y adicionando el volumen de eluyente 
necesario para obtener la concentración deseada. Los matraces permanecían herméticamente 
cerrados hasta el momento de la inyección. Las concentraciones de las muestras inyectadas 
fueron de 0.5 % (p/v) y de 0.2 % (p/v) dependiendo del peso molecular de la muestra.
El circuito cromatográfico se equilibraba durante la noche anterior a la realización de las 
medidas hasta que la línea base del registro se estabilizaba totalmente. Las muestras fueron 
inyectadas con jeringas Hamilton de 100 jiL.
En todos los casos se consideró el volumen de elución, Vc, del máximo del pico del 
cromatograma, como representativo de la muestra polimérica inyectada.
3.4.4.Calibrado de las columnas
El calibrado de las columnas se efectuó con patrones comerciales de DEX y POE en agua 
como eluyente, debido a que el pH y la fuerza iónica no influyen en la viscosidad de los 
polímeros neutros, ni por tanto en sus volúmenes hidrodinámicos [16]. Las disoluciones de 
estos polímeros se inyectaron a dos concentraciones: 1 % y 0.1 % (p/v) con el fin de obtener su
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volumen de elución por extrapolación a dilución infinita. El volumen de inyección fue de 50 y 
100 pL., respectivamente, y la sensibilidad del detector 8x. Los resultados obtenidos para el 
calibrado se resumen en la Tabla 3.4, considerándose el Ve el del máximo del pico del 
cromatograma. Para el cálculo del volumen hidrodinámico del polímero, y por tanto de 
ÍogM[r|], se u t i l i z a r o n  sus correspondientes ecuaciones viscosimétricas:
[q] ■ 97.8xlO_3M0*50 mL.g_1 para dextranos [17]
[q] -  2+0.016M0-76 mL-g-1 para POE [18]
Las curvas de calibrado de cada columna, logM[q] frente a Ve, se representan en la 
Figura 3.6 (a, b y c).
TABLA 3.4
Valores de logM[q] y de volúmenes de elución, Ve, obtenidos con 
patrones de DEX y POE* para cada columna
1-250 TSK PW UHG-250
Mw(kD) logM[q] Vc (mL) Vc (mL) Vc (mL)
2.0* 4.156 ---- ---- 8.48
4.0* 4.633 ---- ---- 8.08
10.0 4.990 10.10 8.68 7.68
17.7 5.336 10.00 8.35 7.32
40.0 5.893 8.50 7.50 6.64
66.9 6.229 ---- 7.30 ----
83.3 6.371 7.70 7.00 6.32
170 6.836 6.80 6.50 5.68
500 7.538 6.50 6.10 5.60
2000 8.442 5.15 5.48
Los datos correspondientes al volumen intersticial de las columnas, Vq, y al volumen 
máximo, Vm, fueron obtenidos con un dextrano de masa molecular 2000 kD y con DjO, 
respectivamente. Estos valores son de 6.50 y 12.00 mL para la Protein 1-250; 5.15 y 10.40 mL 
para la TSK PW4000; y 5.48 y 10.96 mL en el caso de la UHG-250.
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V(mL)
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4.5
5.0 9.08.06.0 7.0
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9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
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5.0 6.0 7.0 8.0 9.0V (mL)
Figura 3.6.- Calibrados de las columnas utilizadas, (a) Protein 1-250.
(b) TSK PW4000. (c) UHG-250.
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Capítulo 4 
RESULTADOS
Los resultados de esta Memoria se han dividido en dos partes: viscosidades intrínsecas de 
las muestras objeto de estudio y calibrados "universales" de SEC obtenidos con dichas muestras 
en diferentes eluyentes acuosos y distintos soportes cromatográñcos.
4.1. VISCOSIDADES
Según la definición de viscosidad intrínseca dada por la ec.(3.4) es necesario disponer de 
los valores de la viscosidad reducida frente a la concentración, para obtener por extrapolación a 
c-*0 el valor de [q]. En el caso de polielectrolitos en disolución acuosa, la pendiente de la 
representación q ^ c  frente a c depende fuertemente del grado de ionización del polielectrolito y 
en la mayoría de los casos resulta difícil y erróneo proceder a la extrapolación en estas 
representaciones. Para este caso, la relación entre ambas magnitudes viene dada por la ecuación 
de Füoss [1]:
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-  d  + — r~ ¡ñ  í 4-1)c 1+ Be1/2
donde D, A y B son constantes para cada poliión. La ec.(4.2) puede reorganizarse del siguiente 
modo:
-1
( —¡r^ - -  d ] -  A_1 + A ^B c1/2 (4.2)
siendo D un parámetro ajustable para que la representación de la ec.(4.3) sea lineal; evaluándose 
A y B de la ordenada en el origen y pendiente, respectivamente. A la vista de las ecs.(3.4) y 
(4.1) puede deducirse que:
[ q ] - D + A - A  (4.3)
debido a que los valores de D son despreciables frente a los de A [2]. Por otro lado, B es un 
parámetro que da cuenta de la interacción entre los poliiones, y es equivalente al parámetro de 
interacción viscosimétrico, b, de la ecuación de Huggins para polímeros neutros.
4.1.1.- Ácido Poliglutámico (PGA)
En la Figura 4.1 se representan las viscosidades reducidas frente a la concentración para 
muestras de PGA de masas moleculares 13.6; 43.0 y 77.8 kD (partes a, b y c, 
respectivamente), utilizando agua pura como disolvente.
Debido al efecto "polielectrolítico", la viscosidad aumenta asintóticamente al disminuir la 
concentración, por lo que se cometería un gran error si extrapolamos ac-*0 para obtener [q]. 
Por este motivo se han linearizado estas curvas según la ec.(4.2) [3], representándose en la 
Figura 4.2 (q ^ c ) '1 frente a c1^2 para los mismos polímeros.
De las ordenadas y pendientes de las rectas obtenidas para cada masa molecular se 
calculan las constantes A y B para cada muestra, cuyos valores se resumen en la Tabla 4.1 junto 
a los coeficientes de regresión de los correspondientes ajustes realizados por mínimos 
cuadrados. Nótese que el valor de A - [q].
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TABLA 4.1
Valores de A y B obtenidos con la ecuación (4.2) para las muestras de PGA en agua
Mw(kD) A(mL/g) BímL/g)1/2 r
13.6 181.3 67.4 0.997
43.0 985.0 96.3 0.999
77.8 2218.0 101.9 0.997
Las propiedades de las disoluciones de polielectrolitos han sido bien caracterizadas tanto 
experimental como teóricamente en dos situaciones límite: en agua pura (caso anterior) y a altas 
fuerzas iónicas [4-15]. Sin embargo, en trabajos recientes se han descrito ampliamente las 
complicaciones que acontecen en el rango de bajas y moderadas fuerzas iónicas, asociadas con 
los efectos de apantallamiento parcial por contraiones. De hecho, las diversas teorías que tratan 
de describir la conducta en disolución de polielectrolitos, no explican satisfactoriamente las 
propiedades de la cadena poliiónica en este caso particular. Desde 1986 la investigación 
realizada en este tema ha sido prolífica y existen teoríasque tratan de explicar el comportamiento 
viscosimétrico de cadenas polielectrolíticas parcialmente cargadas en un rango intermedio de 
fuerza iónica [16-28].
Por todo ello, y debido a las dificultades encontradas, se han realizado las extrapolaciones 
en las curvas Hsp/0 furente a c para el PGA en disolventes de fuerza iónica variable, utilizando los 
datos experimentales en un rango de concentraciones de polímero suficientemente bajas. En las 
Tablas 4.2 a 4.5 se recogen los valores de nsp/c para las tres masas moleculares de PGA en 
tampón acetato de pH=5.0 y cuatro fuerzas iónicas.
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Figura 4.1.- Representación de la viscosidad reducida frente a la concentración de PGA en agua 
como disolvente, y masas moleculares: (a) 13.6 kD; (b) 43.0 kD y (c) 77.8 kD.
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Figura 4.2.- Representación de la ec.(4.2) para las tres muestras de PGA en agua. Las líneas 
indican el ajuste por mínimos cuadrados de los puntos experimentales (símbolos).
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Figura 4.3.- Dependencia de la viscosidad intrínseca del PGA con la fuerza iónica. Las lineas 
corresponden al ajuste de la ec.(4.4) a los datos experimentales (símbolos).
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TABLAS 4.2 y 4.3
Valores experimentales de ti^/c para distintas concentraciones de PGA en tampón acetato de 
pH=5.0 a 1=0.005 y 0.01 M, respectivamente.
nsp/c(mL/g)
10^ (g/mL) 1^=13.610) Mw=43.0kD Mw=77.8kD
0.40 25.52 88.66 175.75
0.30 25.78 88.93 171.17
0.20 25.45 86.23 158.82
0.15 24.96 81.97 144.03
0.10 22.62 72.15 140.01
0.08 20.99 63.18 131.85
0.05 17.18 55.56 126.41
0.04 15.18 50.11 124.13
0.03 13.28 48.15 123.53
0.02 13.05 47.10 120.50
0.01 12.62 46.07 118.45
Hsp/c (mL/g)
10^ (g/mL) Mw = 13.6 kD Mw=43.0kD Mw=77.8kD
0.40 22.71 72.57 132.27
0.30 22.34 69.37 122.41
0.20 20.78 63.67 112.96
0.15 19.46 55.51 105.16
0.10 17.24 45.45 103.38
0.08 15.75 46.22 97.53
0.05 13.43 42.35 99.38
0.04 12.30 39.34 98.60
0.03 11.41 38.03 95.10
0.02 10.35 37.66 93.18
0.01 9.67 37.24 92.60
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TABLAS 4.4 y 4.5
Valores experimentales de para distintas concentraciones de PGA en tampón acetato de 
pH=5.0 a 1-0.05 y 0.20 M, respectivamente.
Hsp/c (mL/g)
10^c (g/mL) ^ “ 13.6 kD K ^ ^ .O k D  M„=77.8kD
0.40 11.99 28.43 44.97
0.30 11.50 25.16 42.58
0.20 11.71 22.78 41.20
0.15 9.94 22.16 42.70
0.10 9.18 21.95 40.64
0.08 7.59 22.12 43.16
0.05 6.56 21.85 40.06
0.04 6.63 21.69 42.01
0.03 6.16 20.86 47.47
0.02 5.09 23.12 49.32
0.01 23.30 59.90
Hsp/c (mWg)
lC^c (g/mL) M ^ B .ó k D  -43.0 kD -77.8 kD
0.40 8.95 19.62 35.27
0.30 8.76 19.05 34.25
0.20 8.70 18.75 34.31
0.15 7.65 18.47 33.68
0.10 7.23 18.93 34.49
0.08 6.52 18.90 35.63
0.05 5.98 18.78 38.95
0.04 5.26 18.64 39.15
0.03 5.01 18.06 37.61
0.02 4.67 19.17 40.31
0.01 3.95 19.31 40.82
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Como cabe esperar [29], las representaciones de [q]¡ frente a I '1^2 deben ser lineales. En 
la Figura 4.3 se muestra dicha representación para las muestras estudiadas. Como puede verse 
de los coeficientes de correlación, el buen ajuste de una ecuación del tipo
[ n l i- a  + b r 1/2 (4.4)
permite calcular la [q]j de estos polímeros a cualquier otra fuerza iónica sin necesidad de 
medidas experimentales. La ordenada en el origen de esta representación es especialmente 
significativa, pues representa la viscosidad intrínseca cuando I-*°°, esto es [q],». Dicha 
magnitud será posteriormente utilizada en la Discusión de Resultados para construir calibrados 
de SEC cuando I-*°°. Los ajustes de estas rectas por mínimos cuadrados arrojan las siguientes 
ecuaciones:
M ^-13-ókD y = 2.153 +0.593 x r=0.9998
Mw *43.0 kD y * 14.500 + 2.176 x r=0.9995
Mw -77.8 kD y -  30.799 + 6.097 x r=0.9990
Los valores de log[n]¡ para las seis fuerzas iónicas (cuatro medidas experimentalmente y 
dos interpoladas según la ecuación (4.4)) utilizadas en SEC se han representado frente a logM 
en la Figura 4.4. Los puntos se ajustan muy bien a líneas rectas en todo el rango de pesos 
moleculares estudiado para cualquier fuerza iónica. Dichos ajustes corresponden a la ecuación 
de Mark-Houwink- Sakurada (MHS):
[ n l - KM*  (4.5)
siendo K y a las constantes características de MHS que se recogen en la Tabla 4.6, junto a los 
coeficientes de regresión obtenidos del ajuste de la representación doble logarítmica de la 
ec.(4.5).
72
4. Resultados
TABLA 4.6
Valores de las constantes de Mark-Houwink para el PGA a 25°C y diversas fuerzas iónicas.
I (M) 10^K (mL/g) a r
0.005 2.24 1.369 0.9980
0.010 1.74 1.370 0.9992
0.020 1.02 1.400 0.9995
0.050 0.49 1.446 0.9996
0.100 0.43 1.446 1.0000
0.200 0.36 1.451 0.9997
Finalmente, en la Figura 4.5 se muestra la representación doble logarítmica de la ec.(4.5) 
de MH para los valores de obtenidos como se ha comentado anteriormente, de la ordenada 
en el origen de la ec.(4.4). Podemos observar que el ajuste tiene una buena correlación.
2.2
—e — 1-0.005 M 
—•  1-0.01 M
- - e- 1-0.02 M
 ♦- 1-0.05 M
— A I-0.10M
A 1-0.20 M
1.8
1.0
0.6
0.2
4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0
log M
Figura 4.4.- Representación doble logarítmica de la ecuación de Mark-Houwink para el PGA a 
25 °C en tampón acetato de pH5.0 y seis fuerzas iónicas.
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Figura 4.5.- Representación doble logarítmica de la ecuación de Mark-Houwink para el PGA en 
un disolvente con I-*°°.
4.1.2.- Poliestirénsulfonato sódico (PSS)
En la Tabla 4.7 se recogen los resultados experimentales de las viscosidades reducidas del 
PSS y en la Figura 4.6 (partes a,b,c y d) se representan dichos valores frente a la concentración 
para muestras de masas moleculares: 1.6, 31, 88 y 177 kD, utilizando agua pura como 
disolvente.
Como ya se ha comentado anteriormente, es necesario linealizar estas curvas para obtener 
la [r|]i cuando c-*>0. Así pues, en la Figura 4.7 se muestra (Hsp/c)'1 frente a c^2 de acuerdo con 
la ecuación (4.2) para tres pesos moleculares a título de ejemplo. En todas ellas se observa una 
buena linearidad, por lo que de la ordenada y pendiente se pueden extraer los datos de las 
constantes A, B y D de la ecuación de Füoss. Estos valores correspondientes a todos los pesos 
moleculares de PSS estudiados se presentan en la Tabla 4.8 junto a los coeficientes de 
correlación de los ajustes realizados por mínimos cuadrados.
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TABLA 4.7
Valores experimentales de la viscosidad reducida para varios pesos moleculares de PSS en agua como disolvente
Mw = 1.6 kD Mw- 31 kD Mw = 88 kD Mw = 177 kD
lO^c (g/mL) Hgp/c (mL/g) 10^ (g/mL) Hsp/c (mL/g) lCpc (g/mL) Hsp/c (mL/g) lO^c (g/mL) Hsp/c (mL,
0.860 4.86 1.000 26.94 1.000 72.28 0.820 155.0
0.600 5.17 0.790 28.51 0.730 78.37 0.550 175.2
0.400 5.59 0.690 28.99 0.500 86.35 0.300 215.6
0.200 6.42 0.500 32.10 0.260 105.1 0.230 247.5
0.100 7.75 0.400 33.44 0.120 135.0 0.120 335.2
0.050 9.53 0.250 38.39 0.060 177.5 0.085 385.3
0.025 11.89 0.150 48.79 0.043 196.3 0.054 435.6
0.010 16.33 0.050 73.92 0.010 351.3 0.038 520.0
0.008 17.72 0.040 79.12 0.008 392.1 0.010 726.2
0.005 21.32 0.010 173.7 0.006 436.0 0.007 926.3
0.001 35.59 0.008 183.4 0.004 504.3 0.003 1284.8
__ ---- 0.007 200.1 0.001 640.1 ---- __
%
JC 
(m
L/
g) 
ns
p/c
 
(m
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Figura 4.6.- Representación de la viscosidad reducida frente a la concentración de PSS en agua, 
de masas moleculares: (a) 1.6 kD y (b) 31 kD.
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Figura 4.6.- Representación de la viscosidad reducida frente a la concentración de PSS en agua, 
de masas moleculares: (c) 88 kD y (d) 177 kD.
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TABLA 4.8
Valores de D, A y B obtenidos con la ecuación (4.2) para las muestras de PSS en agua
Mw(kD) D (mL/g) A (mL/g) B (mL/g)1/2 r
1.6 3.25 83.9 551.0 0.999
31 11.8 843.6 574.5 0.997
88 36.8 2700 783.0 0.999
177 62.6 6024 677.8 0.998
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Figura 4.7.- Representación de la ec.(4.2) para tres muestras de PSS en agua. Las líneas 
corresponden al ajuste por mínimos cuadrados de los valores experimentales 
(símbolos).
Por otro lado, se han medido los valores de nSp/c en disolventes acuosos con cuatro 
fuerzas iónicas, concretamente: 0.0005, 0.002, 0.03 y 0.10 M. Utilizando los datos 
experimentales en un rango de concentraciones suficientemente bajas se han extrapolado los 
correspondientes valores de [t¡3i- En la Figura 4.8 (partes a y b) se ha representado [q]¡ frente a 
I"1/2 para todas las muestras de PSS. Como en el apartado anterior, observamos en la figura una 
buena lineahdad cuyo ajuste por mínimos cuadrados proporciona las ecuaciones:
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Figura 4.8.- Dependencia de la viscosidad intrínseca del PSS con la fuerza iónica del 
disolvente, (a) masas moleculares 1.6 y 16 kD; (b) 31, 88 y 177 kD. Las líneas 
indican el ajuste de la ec.(4.4) a los datos experimentales (símbolos).
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Mw= 1.6 kD y = 1.359 + 0.0709 x r®0.9982
Mw= 16.0 kD y = 8.553 + 0.5956 x r=0.9999
Mw* 31.0kD y -  14.436 + 1.0953 x r=0.9998
Mw-  88.0 kD y -  32.863 + 2.8572 x r-0.9990
Mw-177.0 kD y -  56.794 + 5.4244 x r-0.9983
Estos ajustes de la ec. (4.4) permiten calcular la [nli* cualquier otra fuerza iónica 
deseada. Así pues, los valores de log [r)]¡ para las seis fuerzas iónicas (cuatro medidas y dos 
interpoladas) necesarias en SEC se han representado frente a log M en la Figura 4.9 y los de 
logtnloo en la Figura 4.10, obteniéndose de sus ajustes las correspondientes ecuaciones 
viscosimétricas de MHS. Los datos de K y a correspondientes a cada fuerza iónica se presentan 
en la Tabla 4.9. Como puede verse, el valor de a, que representa la calidad termodinámica del 
disolvente, disminuye al aumentar la fuerza iónica como cabe esperar [30-33].
TABLA 4.9
Valores de las constantes de Mark-Houwink-Sakurada para el PSS a 25°C y diversas fuerzas
iónicas
I(M) ltfK  (mL/g) a r
0.005 4.22 0.857 1
0.010 4.02 0.846 1
0.020 3.90 0.836 1
0.050 3.86 0.824 1
0.100 3.81 0.817 1
0.200 3.85 0.811 1
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Figura 4.9.- Representación doble logarítmica de la ecuación de Mark-Houwink para el PSS a 
25 °C en tampón acetato de pH5.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 4.10.- Representación doble logarítmica de la ecuación de Mark-Houwink para el PSS 
en un disolvente con
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4.1.3.- Acido poliacrílico (PAA)
En la Tabla 4.10 se resumen los valores experimentales de las viscosidades reducidas del 
PAA de masas moleculares 5,90 y 250 kD utilizando agua pura como disolvente, y en la Figura 
4.11 (partes a, b y c) se han representado dichos valores frente a la concentración. De nuevo, 
debido al efecto polielectrolítico y el aumento asintótico de los valores a bajas concentraciones 
se ha procedido a linealizar estas curvas según la ecuación (4.2) cuyas representaciones se 
muestran en la Figura 4.12 para dos pesos moleculares, a título de ejemplo.
TABLA 4.10
Valores experimentales de q^/c para distintas concentraciones de PAA en agua.
1sp/c (mL/g)
10^c (g/mL) 5 kD N^-SKIkD -  250 kD
0.40 7.47 199.2 754.7
0.30 7.78 235.8 862.1
0.20 8.42 290.7 1043.8
0.15 9.42 339.4 1213.6
0.10 12.50 418.6 1451.2
0.08 15.25 479.1 1677.3
0.05 19.76 612.6 2257.5
0.04 21.60 713.0 2534.5
0.03 27.28 849.8 2980.2
0.02 32.70 1073.6 3795.4
0.01 44.41
En la tabla 4.11 se resumen los valores de las constantes Ay B obtenidas del ajuste de la 
ecuación (4.2) por mínimos cuadrados, junto a los coeficientes de regresión. Igual que 
anteriormente, nótese que A - [q].
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TABLA 4.11
Valores de A y B obtenidos con la ecuación (4.2) para las muestras de PAA en agua
M^íkD) 104A (mL/g) B (mL/g)1/2 r
5 44.5 104.2 0.9794
90 1430.2 116.9 0.9996
250 5423.0 184.4 0.9991
En este caso, debido a la existencia en la bibliografía [34,35] de ecuaciones 
viscosimétricas para un amplio intérvalo de masas moleculares y fuerzas iónicas, hemos optado 
por evaluar [q]jpara las muestras y disolventes utilizados en este trabajo a partir de dichas 
ecuaciones. Para corroborar estos valores hemos realizado la representación de la ecuación 
(4.4). En la Tabla 4.12 se recogen los datos de K y a a 25°C para diversas fuerzas iónicas de la 
bibliografía [34,35], y en la Figura 4.13 se representan los valores de [q]j obtenidos con dichas 
ecuaciones frente a T ^2 para las tres masas moleculares de PAA.
TABLA 4.12
Valores de las constantes de Mark-Houwink-Sakurada para el PAA [34,35] a 25°C y diversas
fuerzas iónicas
I(M) 103K (mL/g) a
0.010 13.2 0.910
0.025 17.6 0.850
0.100 31.2 0.755
0.500 50.6 0.656
2.000 42.2 0.640
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Figura 4.11.- Representación de la viscosidad reducida frente a la concentración de PAA en 
agua, de masas moleculares: (a) 5 kD; (b) 90 kD y (c) 250 kD.
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Figura 4.12.- Representación de la ec.(4.2) para dos muestras de PAA en agua. Las líneas 
corresponden al ajuste por mínimos cuadrados de los datos experimentales 
(símbolos).
A la vista de la linearidad de estas representaciones y de los ajustes por mínimos 
cuadrados
Mw = 5 kD y = 10.375+ 2.131 x r=0.9804
90 kD y = 38.925 + 38.951 x r=0.9993
=250 kD y = 38.949 + 103.380 x r=0.9997
se han interpolado en estas ecuaciones las fuerzas iónicas mencionadas en § 3.2 y se han 
obtenido sus correspondientes viscosidades intrínsecas a una fuerza iónica dada, [r|]j. Además, 
en la Figura 4.14 se muestra la representación doble logarítmica de MH de cuyos ajustes se 
obtiene K y a para dichas fuerzas iónicas.
Por último, y debido a la utilidad de disponer de los valores de log M[q]j para su 
aplicación en la construcción de los calibrados en SEC, en la Tabla 4.13 se recogen estos 
valores para todos los pesos moleculares de los tres polielectrolitos estudiados a diversas 
fuerzas iónicas así como los correspondientes obtenidos en agua pura y los extrapolados a 
fuerza iónica infinito.
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Figura 4.13.- Dependencia de la viscosidad intrínseca del PAA con la fuerza iónica. Las líneas 
indican el ajuste de la ec.(4.4) a los datos experimentales (símbolos).
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Figura 4.14.- Representación doble logarítmica de Mark-Houwink para el PAA a 25 °C en 
tampón acetato de pH5.0 y diversas fuerzas iónicas.
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TABLA 4.13
Valores de log M[rj]j del PGA, PSS y PAA de varios pesos moleculares en agua, disolventes de fuerza iónica variable y los
extrapolados a fuerza iónica infinito.
log M[í]]|
Polímero Agua 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M I-*oo
PG1 6.392 5.155 5.045 4.936 4.810 4.739 4.678 4.467
PG2 7.627 6.288 6.197 6.109 6.010 5.963 5.926 5.795
PG3 8.237 6.961 6.848 6.760 6.668 6.591 6.528 6.379
PSS1 5.144 3.577 3.520 3.474 3.429 3.403 3.386 3.337
PSS2 6.990 5.434 5.366 5.310 5.254 5.222 5.199 5.136
PSS3 7.424 5.967 5.896 5.837 5.778 5.744 5.719 5.651
PSS4 8.382 6.809 6.733 6.669 6.604 6.567 6.538 6.461
PSS5 9.032 7.373 7.293 7.226 7.157 7.117 7.087 7.002
PAA1 5.347 5.306 5.200 5.104 4.998 4.932 4.879 4.715
PAA2 8.110 7.725 7.586 7.452 7.283 7.164 7.055 6.544
PAA3 9.132 8.574 8.428 8.284 8.098 7.961 7.830 6.988
4. Resultados
4 2 . SEC DE POLIELECTROLITOS
Se ha seleccionado como parámetro representativo del tamaño de la macromolécula a su 
volumen hidrodinámico, M[r|], por todas las razones expuestas ampliamente en el § 2.1 de 
Fundamentos Teóricos. Por ello, los calibrados "universales" que se van a presentar en esta 
parte de la Memoria son representaciones logM[q] j frente al volumen de elución, Ve. En todos 
los casos estudiados, se ha tomado como calibrado de referencia de SEC pura, el 
correspondiente a los patrones comerciales de dextranos en agua pura como eluyente (los datos 
de elución para los polímeros neutros se hallan en la Tabla 3.4).
Los resultados se presentan de acuerdo con el siguiente esquema: sistema formado por 
polielectrolito/gel para diferentes eluyentes tamponados a dos(tres) pH y diferentes fuerzas 
iónicas. El estudio se ha centrado fundamentalmente en dos geles de reciente comercialización, 
TSK PW y UHG-250, y en menor extensión en uno tradicional de gel de sílice, Protein 1-250, 
a título comparativo. Los resultados experimentales de logM[q]¡ se recogen en la Tabla 4.13 
(apartado de viscosidades) y en las Tablas 4.14 a 4.18 los correspondientes al V'e en todas las 
columnas, pH y fuerzas iónicas estudiadas.
Asimismo, la Tabla 4.19 recoge los datos experimentales de V'p, para varios sistemas 
polímero/gel/pH y diferentes fuerzas iónicas, necesarios para la evaluación cuantitativa de las 
repulsiones electrostáticas en los calibrados de SEC. Los valores de V'p se obtienen de la 
diferencia entre el volumen máximo de cada curva de calibrado, V'm, y el volumen intersticial 
de la columna, V0. Los valores de V'm se obtuvieron inyectando los monómeros 
correspondientes: ácido L-glutámico, ácido p-estirénsulfónico y ácido acrílico de Fluka Chemie 
AG (Buchs, Suiza), en eluyentes de pH y fuerza iónica determinados. En dicha tabla se 
muestran únicamente los datos correspondientes a los sistemas y condiciones que presentan un 
claro predominio de los mecanismos secundarios de tipo repulsivo, por su interés para la 
posterior Discusión de resultados. Los valores de Vq de cada columna se mostraron en la parte 
experimental § 3.4.4.
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TABLA 4.14
Valores experimentales de los volúmenes de elución de PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna TSK
PW4000 con tampón acetato de pH=5.0 y varias fuerzas iónicas como eluyente, así como en agua pura.
Polímero Agua 1=0.005 M 1=0.01 M
PGA1 5.30 7.00 7.55
PGA2 5.25 6.51 6.89
PGA3 5.20 6.25 6.50
PSS1 5.80 8.93 10.15
PSS2 5.50 7.40 8.45
PSS3 5.25 7.14 8.00
PSS4 5.15 6.18 7.00
PSS5 5.15 5.95 6.40
V'c (mL)
1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M
8.10 8.40 8.50 9.15
7.20 7.61 7.73 8.20
6.75 7.04 7.24 7.50
10.20 10.25 10.30 10.35
9.00 10.10 10.25 10.35
8.52 10.00 10.20 10.35
8.25 10.00 10.20 10.35
8.00 10.00 10.20 10.35
PAA1 5.15 7.25 8.35 8.45 8.60 8.77 9.05
PAA2 5.15 5.51 5.90 6.10 6.35 6.83 7.09
PAA3 5.15 5.15 5.18 5.39 5.73 6.05 6.28
TABLA 4.15
Valores experimentales de los volúmenes de elución de PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna TSK
PW4000 con tampón fosfato de pH=7.0 y varias fuerzas iónicas como eluyente, así como en agua pura.
Polímero Agua 1=0.005 M 1=0.01 M
PGA1 5.30 7.00 7.20
PGA2 5.25 6.15 6.41
PGA3 5.20 5.46 5.99
PSS1 5.80 7.80 9.03
PSS2 5.50 6.80 7.96
PSS3 5.25 6.45 7.35
PSS4 5.15 5.79 6.55
PSS5 5.15 5.58 6.00
PAA1 5.15 6.80 7.05
PAA2 5.15 5.39 5.60
PAA3 5.15 5.20 5.23
1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M
7.50 8.03 8.19 8.60
6.60 7.09 7.19 7.50
6.10 6.62 6.90 7.10
9.15 9.60 9.70 9.82
9.10 9.55 9.65 9.75
8.95 9.50 9.60 9.75
8.72 9.45 9.60 9.70
8.47 9.40 9.60 9.70
7.45 8.19 8.30 8.77
5.95 6.25 6.51 6.90
5.25 5.40 5.60 5.97
TABLA 4.16
Valares experimentales de los volúmenes de elución de PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna UHG-
250 con tampón acetato de pH=5.0 y varias fuerzas iónicas como eluyente, así como en agua pura.
V © (mL)
Polímero Agua 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M
PGA1 5.55 5.91 6.28 6.58 6.97 7.20 7.61
PGA2 5.50 5.65 5.72 5.93 6.26 6.46 6.59
PGA3 5.50 5.53 5.63 5.72 5.83 6.10 6.19
PSS1 5.63 6.16 6.70 7.50 8.42 8.59 8.80
PSS2 5.55 5.70 6.05 6.30 7.10 7.75 8.80
PSS3 5.50 5.61 5.95 6.15 6.43 6.97 8.76
PSS4 5.48 5.48 5.80 5.85 5.93 6.20 8.68
PSS5 5.48 5.48 5.65 5.68 5.74 5.85 8.65
PAA1 5.60 5.90 6.25 6.60 7.09 7.45 7.99
PAA2 5.50 5.65 5.70 5.75 5.90 6.05 6.25
PAA3 5.50 5.55 5.60 5.65 5.68 5.70 5.78
TABLA 4.17
Valores experimentales de los volúmenes de elución de PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna UHG-
250 con tampón fosfato de pH=7.0 y varias fuerzas iónicas como eluyente, así como en agua pura.
V c (mL)
Polímero Agua 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M
PGA1 5.55 5.70 5.85 6.15 6.40 6.85 7.36
PGA2 5.50 5.60 5.75 5.90 6.05 6.15 6.38
PGA3 5.50 5.60 5.70 5.75 5.85 5.93 6.00
PSS1 5.63 5.95 6.10
PSS2 5.55 5.85 5.95
PSS3 5.50 5.75 5.85
PSS4 5.48 5.65 5.75
PSS5 5.48 5.60 5.70
PAA1 5.60 5.70 5.85
PAA2 5.50 5.60 5.70
PAA3 5.50 5.55 5.65
6.70 8.15 8.70 8.80
6.10 6.50 7.15 8.52
5.95 6.10 6.60 8.00
5.80 5.85 6.00 6.56
5.70 5.75 5.80 6.08
6.30 6.60 6.97 7.40
5.80 5.90 6.00 6.20
5.70 5.75 5.75 5.75
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TABLA 4.18
Valores experimentales del volumen de elución del PSS obtenidos en la columna
Protein 1-250 con tampones de diferente pH y fuerza iónica
V'c (mL)
pH -  7.0
oviu&Oh pH = 4.0
Polímero 1=0.02 M 1=0.02 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.20 M
PSS1 8.00 9.30 9.70 10.00 10.90
PSS2 7.00 7.60 8.00 8.50 9.10
PSS3 6.60 7.05 7.20 7.80 8.10
PSS4 6.10 6.40 6.50 6.70 6.80
PSS5 6.00 6.30 6.40 6.40 6.40
TABLA 4.19
Valores experimentales de V p obtenidos para algunos sistemas polímero/gel/pH a
diferentes fuerzas iónicas
V'p (mL)
Sistema 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M
PGA/TSK/pH5.0 2.89 3.41 3.80 — —
PGA/TSK/pH7.0 2.80 3.15 3.35 3.65 —
PSS/TSK/pH5.0 4.30 — — — —
PSS/TSK/pH7.0 3.70 4.35 — — —
PAA/TSK/pH5.0 4.45 — — — —
PAA/TSK/pH7.0 3.60 3.90 — — —
PGA/UHG/pH5.0 1.52 2.10 2.35 2.80 —
PGA/UHG/pH7.0 — 0.72 1.05 1.40 1.90
PSS/UHG/pH5.0 1.02 1.52 2.27 3.27 —
PSS/UHG/pH7.0 0.86 1.03 1.70 3.02 3.52
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4.2.1. Sistema PGA/TSK
En la Figura 4.15 se presenta el calibrado logM[r|]j frente a V'c para el sistema PGA/TSK 
en tampón acetato de pH=5.0 y seis fuerzas iónicas en el rango 0.005 M - 0.20 M, junto al 
calibrado de referencia de neutros. Como puede observarse» al aumentar la I se minimizan o 
llegan a suprimirse los efectos secundarios de repulsión electrostática. Cuando la I es 
suficientemente alta (p.e. 0.20 M) empiezan a predominar los efectos secundarios de adsorción, 
que compiten con la exclusión estética. También cabe mencionar que cuando el eluyente es agua 
pura no existe separación por tamaños en absoluto.
La Figura 4.16 muestra los calibrados universales para el mismo sistema pero siendo el 
eluyente tampón fosfato de pH“7.0 y el mismo rango de I. Se observa un comportamiento 
análogo al caso anterior cuando aumenta la fuerza iónica del eluyente, es decir un aumento de 
los volúmenes de elución. Sin embargo, a este pH los mecanismos de ión exclusión están 
mucho más acentuados y por ello el incremento en V'c es menor cuantitativamente que a 
pH*5.0, para un mismo volumen hidrodinámico. En consecuencia y como puede verse en la 
Figura, en este sistema no llega a ponerse de manifiesto el efecto secundario de adsorción, 
aunque esté presente en menor medida.
4.2.2.Sistema PSS/TSK
Las Figuras 4.17 y 4.18 presentan los calibrados universales realizados en el gel TSK con 
cinco pesos moleculares de PSS en tampón acetato de pH=5.0 y fosfato de pH=7.0, 
respectivamente, y el mismo rango de fuerza iónica del eluyente, desde 0.005 M a 0.20 M. El 
comportamiento observado sigue la tendencia generalizada de aumentar los volúmenes de 
elución cuando aumenta la fuerza iónica o disminuye el pH. No obstante, cabe destacar con 
respecto al sistema anterior que el PSS sufre mayores adsorciones o interacciones hidrofóbicas 
que el PGA. La discusión de este comportamiento se verá en el próximo capítulo.
4.2.3.Sistema PAA/TSK
La Figura 4.19 muestra los calibrados para el sistema PAA/TSK en tampón acetato de 
pH=5.0 y seis fuerzas iónicas, así como en agua pura como eluyentes. Junto a ellos y con línea 
continua se representa el correspondiente a los polímeros neutros de referencia. A partir de una I 
^ 0.01 M se ponen en evidencia las interacciones hidrofóbicas sobre cualquier otro mecanismo
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de separación. La Figura 4.20 presenta el mismo sistema cuando el eluyente es tampón fosfato 
de pH=7.0. La conducta observada es análoga a todos los casos ya comentados, y de nuevo un 
aumento de pH hace que predominen los mecanismos secundarios de repulsión a fuerzas 
iónicas bajas y moderadas. Para 1=0.05 M, la competencia entre los dos efectos secundarios 
antagónicos se anula con lo que para este eluyente la elución del PAA coincide con la de los 
polímeros neutros.
4.2.4.Sistema PGA/UHG-250
Las Figuras 4.21 y 4.22 muestran los calibrados para las tres masas moleculares de PGA 
en otro gel hidrofílico, UHG-250, empleando eluyentes de seis fuerzas iónicas en el rango
0.005 M a 0.20 M, y pH=5.0 y 7.0, respectivamente. En ambos casos, hay un aumento general 
de los volúmenes de elución cuando aumenta I, aunque como cabía esperar es menos acusado 
cuando el pH es mayor. Con este gel, a diferencia del anterior, no se observa una 
preponderancia de los efectos de adsorción a ninguna I, aunque están compitiendo con la 
repulsión y la exclusión estética.
4.2.5.Sistema PSS/UHG-250
El sistema PSS/UHG en tampón acetato de pH=5.0 y varias fuerzas iónicas se halla 
representado en la Figura 4.23. La variación con la fuerza iónica es la típica de cualquier 
polianión, pero a diferencia del PGA, el PSS presenta un predominio de interacciones 
hidrofóbicas con el soporte UHG a partir de 1=0.10 M. La diferencia de comportamiento cabe 
buscarla en sus diferentes estructuras químicas y grado de disociación como explicaremos más 
adelante. El mismo sistema pero en un eluyente tamponado a pH=7.0 se muestra en la Figura 
4.24, observándose un menor aumento de los volúmenes de elución para un mismo volumen 
hidrodinámico. Este hecho pone en evidencia, de nuevo, el predominio de las interacciones 
repulsivas polímero-gel cuando aumenta el pH.
4.2.6.Sistema PAA/UHG-250
Las Figuras 4.25 y 4.26 muestran los calibrados para las tres masas moleculares de PAA 
en el gel UHG-250, empleando eluyentes de seis fuerzas iónicas en el rango 0.005 M a 0.20 M, 
de pH=5.0 y 7.0, respectivamente. El comportamiento cromatográñco observado en líneas
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generales es análogo al visto con el anterior soporte. Ahora bien, cabe señalar que no hay un 
valor definido de I donde predomine un efecto secundario sobre otro, sino que en todo el rango 
de fuerza iónica estudiado el mecanismo de elución es una mezcla de todos ellos. También cabe 
destacar en estas figuras que, mientras la muestra de menor peso molecular (5 kD) siempre 
eluye antes que sus homólogos neutros, las otras dos muestras siempre lo hacen después pero a 
valores de volumen de elución prácticamente iguales al volumen intersticial de la columna. Por 
tanto, no queda excesivamente claro sí esta conducta se debe a un efecto de adsorción de las 
masas moleculares grandes sobre el soporte o al hecho de que se encuentren en el límite de 
exclusión de la columna. No obstante, éste es el único sistema polielectrolito/gel que muestra 
esta situación para ambos pH.
4.2.7.Sistema PSS/Protein 1-250
La Figura 4.27 muestra a título de ejemplo el calibrado del PSS en un gel clásico de gel de 
sílice, 1-250, en tampón acetato de pHs 4.0 y tres fuerzas iónicas: 0.02, 0.05 y 0.20 M como 
eluyentes. No obstante este polímero también se ha inyectado en otros disolventes-eluyentes de 
pH-5.0 y 7.0, cuyos datos experimentales de volumen de elución se presentaban en la Tabla 
4.19. Debido al gran número de publicaciones y estudios realizados sobre este tipo de geles, no 
se ha considerado oportuno extender a otros polielectrolitos el estudio presentado en esta Tesis. 
El interés de este sistema se centra fundamentalmente en poder ralizar un análisis cualitativo y 
comparativo con los geles poliméricos de reciente comercialización. A la vista de la Figura 4.27 
puede observarse cómo aún en las condiciones más favorables para la elución cromatográfica de 
un polianión (pH bajo e I alta), en esta columna no llega a alcanzarse la exclusión estérica ideal, 
predominando siempre los mecanismos secundarios de repulsión electrostática.
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Figura 4.15.- Curvas de calibrado de PGA en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al 
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.16.- Curvas de calibrado de PGA en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.17.- Curvas de calibrado de PSS en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al 
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.18.- Curvas de calibrado de PSS en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
98
4. Resultados
£
9
10
9
8
7
6
5
4
¿extrañe*
— o — agua(I-0)
—  > 1-0.005 M
1-0.01 M
■ ■ A 1-0.02 M
- 1-0.05 M
— 1-0.10 M
- O  - 1-0.20 M
*o
V c (mL)
10
Figura 4.19.- Curvas de calibrado de PAA en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al 
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.20.- Curvas de calibrado de PAA en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna TSK PW. La línea gruesa corresponde al
calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.21.- Curvas de calibrado de PGA en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde 
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.22.- Curvas de calibrado de PGA en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.23.- Curvas de calibrado de PSS en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde 
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.24.- Curvas de calibrado de PSS en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.25.- Curvas de calibrado de PAA en agua y en tampón acetato de pH5.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde 
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.26.- Curvas de calibrado de PAA en agua y en tampón fosfato de pH7.0 y diversas
fuerzas iónicas obtenidos en la columna UHG-250. La línea gruesa corresponde
al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Figura 4.27.- Curvas de calibrado de PSS en tampón acetato de pH4.0 y diversas 
fuerzas iónicas obtenidos en la columna Protein 1-250. La línea gruesa 
corresponde al calibrado de los polímeros neutros de referencia.
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Capítulo 5 
DISCUSION DE 
RESULTADOS
5.1. Discusión Cualitativa.
Los resultados obtenidos mediante cromatografía acuosa se discuten a través del análisis 
de cuatro variables: soporte o gel cromatografico, tipo de polianión, pH y fuerza iónica de los 
disolventes-eluyentes.
Respecto a los geles cromatográficos, hemos seleccionado un soporte clásico de sílice 
porosa con fases hidrofüicas químicamente unidas, Protein 1-250. A pesar de la derivatización, 
la ionización superficial no puede evitarse puesto que la extensión de la conversión de los 
grupos silanol no es siempre completa [1]. Sobre este tipo de geles también se ha indicado que 
las fases hidrofílicas unidas podrían interferir en el proceso cromatografico a través de
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interacciones hidrofóbicas [2]. Por otro lado, hemos seleccionado dos geles poliméricos 
hidrofñicos de reciente comercialización: Spherogel TSK PW4000 y Ultrahydrogel UHG-250. 
Ambos tipos de rellenos están basados fundamentalmente en polímeros entrecruzados con 
grupos polares residuales, hidroxñicos y carboxüicos, respectivamente. Debido al tamaño de las 
unidades estructurales de los geles (ver Fig.3.5), estos nuevos soportes presentan una densidad 
superficial de carga inferior a la de los geles clásicos de sílice. No obstante, junto a los grupos 
iónicos residuales, las zonas apolares orgánicas de este tipo de estructuras pueden favorecer en 
mayor extensión las interacciones hidrofóbicas soluto-gel.
Con relación a los solutos poliméricos, se han seleccionado tres tipos de polielectrolitos 
comerciales de varios pesos moleculares: ácido poli-L-glutámico (PGA), poliestirénsulfonato 
sódico (PSS) y ácido poliacrñico (PAA). La selección se ha basado en disponer de un intervalo 
más amplio de pKa con el objeto de estudiar en el rango de pH usual, la influencia del grado de 
ionización en su comportamiento de elución. Además, a la vista de sus estructuras químicas (ver 
Fig.3.1) podemos pensar que para un mismo tamaño del ovillo y debido a la diferente longitud 
de la unidad monomérica, poseerán diferente densidad superficial de carga. Finalmente, y en 
base a su distinta naturaleza química, serán también susceptibles de formar interacciones 
hidrofóbicas de distinta fortaleza o magnitud.
El rango de pH seleccionado es el adecuado en función de las especificaciones indicadas 
para la eficacia y conservación de las columnas. Este rango varía de pH 4.0 a 7.0. Con estos 
valores podemos asegurar una variación en el grado de disociación de dos de los polímeros: 
PGA y PAA, cuyos pKa * 4.25 [3]. Sin embargo, valores inferiores del pH que pudieran 
afectar a la disociación del PSS ( con pKa * 1.5)[4] no son aconsejables como condiciones de 
trabajo puesto que los soportes presentan inestabilidad en valores límite de pH ( p.e. a pH<4 
para la 1-250, y a pH<2 para TSK y UHG). Por otro lado, el pKa del grupo silanol del gel I- 
250 es 6 [5,6], mientras que la UHG-250 tiene un pKa(medio) ** 8 [7] y la TSK presumimos 
que debido a sus grupos residuales también pueda tener un pK  ^similar al de la UHG, aunque la 
casa comercial no lo proporciona. Por todo ello, con el intervalo de pH utilizado pretendemos 
asegurar una densidad de carga en los geles que garantice un equilibrio entre repulsiones 
electrostáticas e interacciones hidrofóbicas.
Respecto a la fuerza iónica del eluyente hemos trabajado en un rango clásico desde bajas a 
moderadas I, concretamente seis valores que van desde 0.005 M a 0.20 M. Con el aumento de I 
se observa paulatinamente la desaparición de repulsiones eléctricas, ya que los contraiones 
procedentes del electrolito neutralizan las posibles interacciones polímero-gel. La razón de que 
el intervalo de I seleccionado sea más amplio que el de pH, se debe al hecho de que la fuerza
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iónica afecta no sólo a la carga del gel, sino también a la forma, tamaño y carga del polímero; 
mientras que la influencia del pH sobre la conformación del soluto macromolecular es 
prácticamente despreciable [8].
Discutir el efecto de las cuatro variables mencionadas simultáneamente sin seguir un orden 
preestablecido puede resultar muy complejo y confuso. Por ello, hemos optado por analizar la 
influencia de cada variable manteniendo el resto constante.
5.1.1. Influencia de la fuerza iónica.
Las Figuras 4.15-4.27 mostradas en el capítulo de Resultados son muy útiles para 
estudiar el efecto de la fuerza iónica del eluyente en todos los sistemas estudiados en esta Tesis. 
En el sistema PGA/TSK en tampón acetato de pH 5.0 (Figura 4.15) podemos observar como 
para I>0.05 M los volúmenes de elución del PGA son mayores que los de polímeros neutros de 
referencia de igual volumen hidrodinámico. Este hecho indica un predominio de las 
interacciones hidrofóbicas sobre las repulsiones eléctricas a partir de este valor de I. Puede 
también observarse que en agua pura no existe mecanismo de exclusión por tamaños en 
absoluto, es decir cualquier masa molecular de PGA es excluida totalmente en el volumen 
intersticial de la columna, lo cual indica la extraordinaria magnitud de las repulsiones en este 
eluyente.
En la Figura 4.16 se muestran las curvas de calibrado para el sistema PGA/TSK en 
tampón fosfato de pH 7.0 y diversas fuerzas iónicas. Se obtiene un comportamiento análogo al 
del caso anterior con la excepción de que es necesaria una I más elevada, concretamente 1=0.20 
M, para sobrepasar (en el caso de algunas masas moleculares) el calibrado de referencia.
La Figura 4.17 muestra los calibrados del sistema PSS/TSK en tampón acetato de pH
5.0, obsevándose una influencia más dramática de la fuerza iónica con respecto al sistema 
anterior, pues para un valor de 1=0.01 M (relativamente bajo) se encuentra convergencia con el 
calibrado de exclusión pura. Como consecuencia, en este sistema las interacciones hidrofóbicas 
son mucho más acusadas. La Figura 4.18 representa el mismo sistema en tampón fosfato de pH
7.0 pudiéndose apreciar resultados análogos en cuanto a la influencia de I pero menos acusados 
debido a que un valor más alto de pH acentúa las repulsiones eléctricas.
La Figura 4.19 muestra las curvas de calibrado para el sistema PAA/TSK en tampón 
acetato de pH 5.0. Como puede verse, se alcanza una convergencia con el calibrado de 
referencia a una I relativamente baja (1=0.01 M), como en el sistema anterior. Sin embargo, los
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desplazamientos cuantitativos de los calibrados hacia mayores volúmenes de elución son 
inferiores. Este hecho nos hace pensar que las repulsiones electrostáticas para un mismo gel no 
se ven influenciadas por el cambio de polilectrolito mientras que las interacciones hidrofóbicas 
sí. El sistema PAA/TSK en tampón fosfato de pH 7.0 se muestra en la Figura 4.20 
observándose en este caso que es necesaria una I más elevada (1=0.05 M) para obtener 
convergencia con el calibrado de polímeros neutros. De nuevo queda en evidencia que un 
aumento del pH influye en una aumento de las repulsiones coulómbicas como veremos más 
adelante.
La Figura 4.21 presenta los calibrados del sistema PGA/UHG en tampón acetato de pH
5.0. Este ejemplo es muy interesante, pues pone de manifiesto la escasa importancia de las 
interacciones hidrofóbicas en este soporte con respecto al anterior, necesitando alcanzar el valor 
máximo de I estudiado, esto es 1=0.20 M, para converger con el calibrado de dextranos. En la 
Figura 4.22, sistema PGA/UHG a pH 7.0, la situación anterior se acentúa y no se obtiene 
calibrado de exclusión estérica incluso a la I más alta.
Para el sistema PSS/UHG a pH 5.0 mostrado en la Figura 4.23, se observa una 
evolución a la izquierda del calibrado de dextranos muy parecida a la que hemos visto en la Fig. 
4.21. Este hecho confirma que la influencia de I en las repulsiones electrostáticas cuando el gel 
y el pH son los mismos, es equivalente; mientras que a la derecha del calibrado de referencia la 
situación es totalmente distinta. En el sistema que nos ocupa se ponen en evidencia fuertes 
interacciones hidrofóbicas, confirmándose de nuevo la gran influencia del tipo de polielectrolito 
en este tipo de efectos secundarios. La Figura 4.24 muestra los resultados cromatográficos del 
sistema PSS/UHG a pH 7.0 donde puede verse cómo los calibrados se desplazan hacia 
menores volúmenes de elución con respecto al ejemplo anterior, como cabía esperar del 
aumento de pH.
En la Figura 4.25 se muestra el sistema PAA/UHG a pH 5.0 observándose una evolución 
de los calibrados hacia mayores volúmenes de elución al aumentar la fuerza iónica. Sin 
embargo, en este sistema cabe pensar que las muestras de menor peso molecular sufren 
interacciones repulsivas más acusadas que las de alto peso molecular. Esta situación se confirma 
a pH 7.0, Figura 4.26, donde además los volúmenes de elución disminuyen com ocurre 
siempre que aumenta el pH.
La Figura 4.27 presenta la variación de los calibrados con el aumento de I para el sistema 
PSS/I-250 en tampón acetato de pH 4.0. Para este sistema encontramos un comportamiento 
muy significativo y bastante diferente al observado para este polielectrolito en los anteriores 
geles. Se puede apreciar que incluso para la fuerza iónica máxima, 1=0.20 M, la convergencia
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con el calibrado de exclusión pura (dextranos) está lejos de alcanzarse. Esta conducta puede 
analizarse desde dos puntos de vista: o bien la densidad superficial de carga negativa del gel I- 
250 es muy elevada respecto a los otros geles, o bien la ausencia de interacciones hidrofóbicas 
presumibles en los geles de sílice (ver Fig. 3.5a) es la responsable de esta situación, incluso con 
un polímero como el PSS ( el más "apolar" de los tres estudiados). Este ejemplo es muy 
ilustrativo pues corrobora lo apuntado en § 2.2 y § 2.4, es decir que los resultados obtenidos en 
cromatografía acuosa de polielectrolitos son siempre un compromiso de dos fenómenos 
opuestos: repulsiones eléctricas e interacciones hidrofóbicas.
Concluyendo, la influencia de la fuerza iónica en todos los sistemas analizados es similar. 
Esto es, un aumento de I conlleva a un aumento de los volúmenes de elución para un mismo 
volumen hidrodinámico en cualquier sistema polímero/gel. Estos resultados experimentales 
están en perfecto acuerdo con las explicaciones teóricas del fenómeno. El aumento de los 
volúmenes de elución con I se debe en última instancia a un doble efecto sobre el polímero y 
sobre el gel. Por un leído, la existencia de contraiones en el eluyente disminuye la expansión 
intramolecular del polímero, y por otro el aumento de I minimiza la barrera eléctrica (doble capa 
difusa) de repulsión existente tanto en el gel como en el polielctrolito. Así pues, si disminuyen 
las repulsiones electrostáticas y el tamaño del poliión, éste puede entrar en más poros 
anulándose los mecanismos secundarios de exclusión iónica.
5.1.2. Influencia del pH.
Debido a las múltiples combinaciones de figuras que podrían hacerse para analizar la 
influencia de esta variable en los sistemas estudiados, hemos seleccionado en esta discusión los 
casos más ilustrativos y representativos.
En la Figura 5.1 se presenta la comparación de los calibrados del sistema PGA/TSK en un 
eluyente de 1=0.005 M a pH 5.0 (acetato) y pH 7.0 (fosfato); y en la Figura 5.2 se muestran los 
resultados para el mismo sistema y pHs pero a 1=0.20 M. En ambos casos puede observarse 
que los volúmenes de elución para un mismo volumen hidrodinámico, aumentan cuando 
disminuye el pH. Manteniendo este orden, también puede verse que los volúmenes de elución 
se desplazan a la derecha al aumentar la fuerza iónica, y que las diferencias entre los calibrados 
correspondientes a dos valores de pH pero a la misma I, disminuyen cuando aumenta esta 
variable. La explicación de estos fenómenos puede abordarse teniendo en cuenta los valores del 
pKa del polímero y gel (4.25 y -  8, respectivamente). Así pues, una disminución del pH 
conlleva a una protonación de los grupos ionizables del PGA y del gel TSK, y por tanto a una
110
5. Discusión de Resultados
disminución de las repulsiones electrostáticas con el consiguiente aumento del Vc. Lógicamente, 
este comportamiento es análogo a cualquier fuerza iónica. No obstante, la influencia cuantitativa 
que tiene el pH sobre el Vc es menor a fuerzas iónicas altas, debido al hecho de que poliión y 
gel se encuentran cada vez menos cargados negativamente por el apantallamiento de los 
contraiones presentes.
Las Figuras 5.3 y 5.4 muestran las curvas de calibrado para el sistema PAA/TSK a pH
5.0 y 7.0 e 1=0.01 M y 0.10 M, respectivamente. La interpretación de los resultados en estos 
ejemplos es análoga a la realizada en las dos figuras anteriores.
En la Figura 5.5 se presenta la comparación de los calibrados del sistema PSS/TSK a los 
pH mencionados e 1=0.01 M. Se trata pues de un ejemplo análogo al presentado en la Fig. 5.3 
sí exceptuamos el polielectrolito empleado. Como puede observarse al comparar ambos 
sistemas, para un mismo volumen hidrodinámico los Vc en el eluyente de pH 7.0 son inferiores 
a los obtenidos a pH 5.0, resultados esperados y similares a los casos ya estudiados. Sin 
embargo, en el sistema con PSS la diferencia de los calibrados de ambos pH es muy inferior a 
la del sistema con PAA. Este hecho puede explicarse teniendo en cuenta que el pKa del PSS 
(=1.5) está muy lejos del intervalo de pH estudiado, por lo que el cambio de dicha variable 
apenas afecta al grado de ionización del polímero que se encuentra totalmente disociado.
Las Figuras 5.6 y 5.7 presentan la comparación de los calibrados del PGA obtenidos en la 
columna UHG a dos valores de pH 5.0 y 7.0, y fuerzas iónicas de 0.005 M (Fig. 5.6) y 0.20 
M (Fig. 5.7). En ambas figuras podemos observar como una disminución del pH conlleva a un 
desplazamiento de los calibrados hacia mayores volúmenes de elución, conducta típica en el 
resto de soportes. En este caso, cuando el pH disminuye hasta un valor de 5.0, el grado de 
protonación de los grupos residuales carboxílicos del gel aumenta, con la consiguiente 
desactivación de la superficie de éste. Asimismo, el PGA cuyo pKa(S-COOH) = 4.25 también 
está más protonado a pH 5.0 que a 7.0, y en consecuencia ambos efectos conducen a una 
disminución de las interacciones repulsivas polímero-sustrato. De la comparación de ambas 
figuras, queda de nuevo patente que la influencia de la fuerza iónica del eluyente es mucho más 
acusada que la del pH en cuanto a minimizar los mecanismos secundarios de repulsión, puesto 
que a altas I como 0.20 M (Fig. 5.7) empiezan a manifestarse efectos de adsorción y/o 
hidrofóbicos entre poliión y gel.
Por último, analizaremos la influencia del pH sobre el sistema PSS/I-250. En la Figura 
5.8 se muestran los calibrados para este sistema (junto al de referencia) en eluyentes 
tamponados de pH 4.0,5.0 y 7.0 y fuerza iónica constante e igual a 0.02 M. Podemos observar
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que todas las curvas del PSS aparecen a la izquierda de la correspondiente a los dextranos, 
evidenciando de nuevo el efecto de exclusión iónica. La curva correspondiente a pH 7.0 es la 
que presenta una resolución más pobre. Como tendencia general, la aproximación de las curvas 
a la separación estérica ocurre al disminuir el pH, aunque incluso a pH 4.0 este mecanismo no 
llega a alcanzarse. Con respecto al polielectrolito, la influencia del pH en la extensión de la 
disociación del PSS puede asumirse que es despreciable puesto que el p l^  del grupo sulfónico 
(fuertemente ácido) es siempre menor que el pH experimental medido a cualquier I. Además, la 
influencia de la variación del pH sobre la viscosidad intrínseca del polímero también puede 
descartarse, puesto que como se ha evidenciado experimentalmente, la fuerza iónica es la 
responsable en mayor medida del volumen hidrodinámico [8]. Para este sistema deberemos 
analizar entonces la influencia del pH sobre el soporte cromatografico. Asumiendo un pKa * 6 
para los grupos silanol residuales de la superficie, el equilibrio entre las formas protonadas y 
desprotonadas estará desplazado en una dirección u otra dependiendo del pH del eluyente:
* SiOH — ■ SiO '  + H+
en consecuencia, cuando el pH < pH*, en nuestro caso pH 4.0 la superficie del gel se encuentra 
mayoritariamente protonada por lo que las repulsiones eléctricas poliión-gel disminuyen como 
puede observarse en la Figura.
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Figura 5.1.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en la columna TSK PW4000 y 
eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.005 M.
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Figura 5.2.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en la columna TSK PW4000
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.20 M.
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.- Comparación de los calibrados del PAA obtenidos en la columna TSK PW4000 
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.4.- Comparación de los calibrados del PAA obtenidos en la columna TSK PW4000
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.10 M.
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Figura 5.5.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en la columna TSK PW4000 
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.6.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en la columna UHG-250
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.005 M.
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Figura 5.7.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en la columna UHG-250 
y eluyentes tamponados de pH 5.0 y 7.0 e 1=0.20 M.
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Figura 5.8.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en la columna Protein 1-250
y eluyentes tamponados de pH 4.0; 5.0 y 7.0 e 1=0.02 M.
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5.1.3. Influencia del polielectrolito.
En primer lugar se comparan los resultados cromatográficos obtenidos en el gel TSK. El 
efecto global como ya se ha dicho en otras ocasiones debe ser un compromiso entre repulsiones 
electrostáticas e interacciones hidrofóbicas. A la vista de las estructuras químicas del gel TSK 
(ver Fig. 3.5b) con amplias zonas apelares en la cadena principal, y de los solutos poliméricos, 
PSS (grupos fenilo laterales y cadena principal alifática), PAA (cadena principal alifática) y 
PGA (grupos laterales parcialmente apolares), cabe esperar que las interacciones hidrofóbicas 
soluto-gel estén en el orden: PSS/TSK > PAA/TSK > PGA/TSK. Por otro lado, las repulsiones 
eléctricas en el intervalo de pH estudiado deben ser mayores para el sistema 
PSS(pKa*1.5)/TSK que para PAA(pKa*4.25)/TSK y PGA(pKa*4.25)/TSK. A su vez, el 
PAA tiene mayor densidad de carga que el PGA (debido a su menor distancia monomérica), por 
lo que cabe pensar que el orden para las interacciones soluto-gel repulsivas sea: PSS/TSK > 
PAA/TSK > PGA/TSK.
En la Figura 5.9 se comparan estos calibrados para los tres sistemas en tampón acetato de 
pH 5.0 e 1=0.01 M. Para un mismo volumen hidrodinámico, los volúmenes de elución se 
ordenan del siguiente modo: PSS > PAA > PGA, por lo que podemos aventurar que, al menos 
para la fuerza iónica presente, las interacciones hidrofóbicas predominan sobre las repulsiones 
coulómbicas. En la Figura 5.10 se estudian los mismos sistemas pero en un eluyente de pH 7.0 
e igual I, y como cabía esperar los volúmenes de elución disminuyen en general. Sin embargo, 
este descenso es cuantitativamente hablando mayor para el PAA que para PGA o PSS. 
Pensamos que la explicación de esta conducta se debe al hecho de que el PAA, aunque con igual 
pKa que PGA, posee una mayor densidad de carga (recuérdese que la distancia de la unidad 
monomérica del PAA es *2.5 Á mientras que la del PG es *3.45 Á). La Figura 5.11 presenta la 
comparación de los calibrados de los mismos sistemas a pH 7.0 e 1=0.20 M. Como cabe 
esperar del aumento de la fuerza iónica, los volúmenes de elución aumentan en general. Sin 
embargo, comparando esta Figura con la anterior (pH 7.0,1=0.01 M) podemos observar que 
para un mismo volumen hidrodinámico, el incremento del volumen de elución del PAA es 
superior en magnitud al del PGA. Este hecho puede atribuirse a una pérdida mayor de 
repulsiones para el PAA que para el PGA. Finalmente, también podemos señalar las fuertes 
interacciones hidrofóbicas que sufre el PSS con respecto a los otros dos polímeros (el volumen 
de elución para cualquier masa molecular de PSS es aproximadamente igual al volumen total de 
la columna), lo cual corrobora las interpretaciones realizadas en la Fig. 5.9.
En segundo lugar se discute la conducta de elución de los tres polímeros en el gel UHG.
117
5. Discusión de Resultados
Así, la Figura 5.12 presenta la comparación de las curvas de calibrados para los sistemas 
PSS/UHG, PGA/UHG y PAA/UHG en un tampón de pH 5.0 e 1=0.05 M. Podemos observar 
que para un mismo volumen hidrodinámico, los volúmenes de elución siguen el mismo orden 
que el visto con el anterior soporte, es decir PSS > PAA > PGA. Sin embargo, las interacciones 
hidrofóbicas existentes en estos sistemas son inferiores a las observadas en TSK. Este hecho es 
lógico sí consideramos que el gel UHG contiene menos zonas apolares que el TSK (ver 
Fig.3.5c). Un cambio del pH del eluyente de 5.0 a 7.0, Figura 5.13, tiene como consecuencia 
una disminución general de los volúmenes de elución. En ambas Figuras encontramos una 
situación atípica no observada en los ejemplos anteriores, cual es un cruce en la zona de pesos 
moleculares intermedios entre los calibrados de PGA o PAA y los de PSS. Pensamos como 
hipótesis que esta anomalía (fenómeno) podría residir en la existencia de adsorciones extra que 
originarían volúmenes de elución mayores para los pesos moleculares superiores y que pueden 
estar relacionadas con interacciones polímero-gel tipo puente de hidrógeno. Estos enlaces se 
formarían entre el grupo carbonilo del grupo éster del metacrilato de metilo (monómero base del 
gel UHG) y el grupo -COOH lateral del PGA o PAA. Estas adsorciones suplementarias, 
mayores para los pesos moleculares más altos, podrían estar relacionadas con la influencia de la 
masa molecular sobre la solvatación preferencial (más adelante veremos que las adsorciones 
están directamente relacionadas con el parámetro que mide dicha solvatación). Horta y col. [9] 
estudiaron esta influencia para el polimetacrilato de metilo (PMMA) en presencia de alcoholes, 
observando una disminución de la solvatación preferencial del alcohol (disolvente que 
interacciona específicamente con el polímero) al disminuir la masa molecular de la 
macromolécula. Asimismo, Molyneux y col. [10] observaron un fenómeno similar al estudiar 
las interacciones específicas entre fenoles y polivinilpirrolidona (PVP), concretamente la 
proporción de sitios activos ocupados por los fenoles sobre la cadena polimérica disminuye al 
hacerlo el peso molecular. Por todo ello, presumimos que las muestras de PAA y PGA de 
mayores pesos moleculares se adsorben más fuertemente sobre el gel UHG por interacciones 
específicas, provocando la situación observada en las Figuras 5.12 y 5.13.
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Figura 5.9.- Comparación de los calibrados del PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna 
TSK PW4000 y eluyente tampón acetato pH 5.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.10.- Comparación de los calibrados del PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna
TSK PW4000 y eluyente tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.11.- Comparación de los calibrados del PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna 
TSK PW4000 y eluyente tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.20 M.
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Figura 5.12.- Comparación de los calibrados del PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna 
UHG-250 y eluyente tampón acetato pH 5.0 e 1=0.05 M.
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Figura 5.13.- Comparación de los calibrados del PGA, PSS y PAA obtenidos en la columna
UHG-250 y eluyente tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.05 M.
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5.1.4. Influencia del soporte crom atográflco.
Trataremos en este apartado de analizar cualitativamente el efecto debido al gel en la 
elución de polielectrolitos manteniendo el resto de variables constantes. En cualquier caso 
hemos decidido discutir también diferencias observadas cuando cambia el pH o la fuerza iónica 
sobre las interacciones polímero-gel por ser ejemplos muy ilustrativos.
La Figura 5.14 muestra la comparación de los calibrados del PGA realizados en tampón 
acetato de pH 5.0 e 1=0.02 M en dos soportes: TSK y UHG, junto a sus respectivos calibrados 
de referencia (neutros). Para el mismo volumen hidrodinámico se observa que en ambos 
soportes el volumen de elución del polielectrolito es inferior al de su homólogo neutro, es decir, 
en estas condiciones de pH e I, las interacciones repulsivas predominan sobre las hidrofóbicas. 
Sin embargo, las divergencias entre los calibrados son más acusadas en el sistema PGA/UHG 
que en el PGA/TSK. Las zonas apolares en el gel TSK son superiores a las del UHG (ver 
Figs.3.5b y c) por lo que cabe pensar que las interacciones hidrofóbicas PGA/TSK serán de 
mayor magnitud que las de PGA/UHG. Por otro lado, con respecto a las repulsiones y 
considerando que ambos geles tienen un pKa similar, pensamos que la densidad de carga de 
UHG será superior a la del TSK, por tener el primero un mayor porcentaje de grupos 
disociables por unidad de área, a pH constante. En consecuencia, las interacciones coulómbicas 
PGA/TSK serán inferiores en magnitud a las PGA/UHG. Concluyendo, ambos mecanismos 
secundarios favorecen una divergencia mayor en los calibrados PGA/UHG que en los 
PGA/TSK como ponen de manifiesto los resultados experimentales.
En la Figura 5.15 se muestran los mismos sistemas que en el caso anterior pero con un 
eluyente de mayor fuerza iónica, 1=0.20 M. Como era de esperar, hay un desplazamiento 
generalizado de los calibrados hacia mayores volúmenes de elución. No obstante, este 
desplazamiento, cuantitativamente hablando, es aproximadamente igual en ambos soportes. Este 
hecho puede interpretarse si tenemos presente que la I es una variable que afecta 
fundamentalmente a la carga neta del polielectrolito, por tanto si éste es el mismo cabe esperar 
que el gel no se vea afectado por un cambio de I.
A continuación haremos un estudio similar pero cambiando el polilectrolito con el fin de 
discutir si el comportamiento en ambos geles se mantiene. La Figura 5.16 muestra los 
calibrados a pH 5.0 e 1=0.01 M de los sistemas PSS/TSK y PSS/UHG, junto a sus respectivos 
calibrados de referencia. Podemos observar que los volúmenes de elución del sistema PSS/TSK 
son mayores que los del PSS/UHG, hecho que está de acuerdo con la existencia de mayores
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interacciones hidrofóbicas polímero-gel en el primer sistema (ver Figs 3.1 y 3.5 y § 5.1.3). En 
la Figura 5.17 están representados los mismos sistemas en condiciones de 1=0.10 M. Los 
resultados están de acuerdo con la tendencia generalizada de que al aumentar la fuerza iónica los 
volúmenes de elución también aumentan. Cabe señalar que cuantitativamente estos incrementos 
en el Vc son prácticamente iguales en el sistema PSS/TSK que en el PSS/UHG, al menos en un 
rango de masas moleculares intermedias (comparar con Figura 5.16), comportamiento lógico si 
tenemos en cuenta que la I influye poco sobre el gel como ya hemos comentado. La Figura 5.18 
recoge los calibrados de los mismos sistemas que la Hg.5.16 pero a pH 7.0. Con el aumento de 
pH cabe esperar un retroceso general de los Vc debido a un aumento de las repulsiones 
electrostáticas, así como una disminución mayor (en valor absoluto) en el caso del gel con 
mayor densidad de carga, a igualdad de pKa, esto es, para el UHG. Al analizar las Figuras 5.16 
y 5.18 comparativamente, los resultados experimentales están de acuerdo con la primera de las 
observaciones, pero no con la segunda. Esto podría explicarse únicamente en el caso de que 
pKa(TSK) > pKa(UHG). Asimismo, estas conclusiones son extrapolables a los sistemas 
PGA/TSK y PGA/UHG al pasar de pH 5.0 a 7.0 manteniendo la I constante.
La Figura 5.19 muestra los calibrados para los sistemas PAA/TSK y PAA/UHG a pH 5.0 
e 1=0.01 M, junto a los calibrados de dextranos. Puede observarse en el sistema PAA/TSK un 
equilibrio entre interacciones repulsivas e hidrofóbicas, mientras que en el PAA/UHG hay un 
predominio claro de las de tipo repulsivo. Estos resultados son razonables puesto que las 
interacciones hidrofóbicas entre PAA y TSK son superiores a las que pueden establecerse entre 
PAA y UHG (ver Figs. 3.1 y 3.5); y las repulsivas son superiores en este último sistema por 
tener el gel UHG mayor densidad de carga. En la Figura 5.20 se presentan los mismos sistemas 
a igual pH pero a fuerza iónica superior 1=0.20 M. Para un mismo volumen hidrodinámico hay 
un desplazamiento generalizado hacia mayores volúmenes de elución para todos los solutos 
cargados. Sin embargo, este incremento es superior en magnitud para el sistema PAA/UHG que 
para el PAA/TSK, lo cual puede interpretarse teniendo en cuenta que a pesar de que el aumento 
de I no influye mucho sobre el gel sí que afectará en alguna medida a la carga neta de éste. Por 
tanto, dada la mayor densidad de grupos ionizables del UHG, la neutralización en este caso será 
más efectiva, repercutiendo en una mayor disminución de las repulsiones electrostáticas en este 
sistema comparativamente hablando. Por otro lado, la Figura 5.21 muestra los mismos sistemas 
a la misma fuerza iónica pero a pH 7.0. Como cabía esperar, al aumentar el pH se observa un 
ligero descenso en los Vc para un mismo M[n], más acentuado en el sistema PAA/UHG que en 
el PAA/TSK. Estos resultados experimentales están de acuerdo con el hecho de que para un 
mismo valor de pH, el porcentaje de grupos disociados por unidad de área en el gel UHG es 
superior al del TSK y por tanto el efecto de las repulsiones sobre los Vc debe ser más acusado 
en el primero.
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Figura 5.14.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en las columnas TSK 
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.02 M.
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Figura 5.15.- Comparación de los calibrados del PGA obtenidos en las columnas TSK
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.20 M.
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Figura 5.16.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas TSK 
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.17.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas TSK
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.10 M.
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Figura 5.18.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas TSK 
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.19.- Comparación de los calibrados del PAA obtenidos en las columnas TSK
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.20.- Comparación de los calibrados del PAA obtenidos en las columnas TSK 
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.20 M.
9
•  dextranos/TSK 
— O— PAA/TSK
— ■" dextranos/UHG
— O- PAA/UHG
8
7
6
5
4
5.0 6.0 7 0 V' (mL) 8 0 9.0
Figura 5.21.- Comparación de los calibrados del PAA obtenidos en las columnas TSK
PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.20 M.
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Por último, realizaremos un estudio comparativo entre un gel clásico de sílice en el que 
están ausentes las interacciones hidrofóbicas y los dos soportes modernos de polímeros 
hidrofílicos, UHG y TSK. La Figura 5.22 presenta la comparación de los calibrados para los 
sistemas PSS/I-250 y PSS/UHG junto a sus respectivos calibrados de referencia en eluyente 
acuoso de pH 4.0 e 1=0.02 M. Podemos observar que en ambos sitemas y en estas condiciones 
hay un predominio de las interacciones electrostáticas, más acentuado en el sistema PSS/I-250 
debido a la presumible ausencia de interacciones hidrofóbicas en este soporte (ver Fig. 3.5a). 
En la Figura 5.23 se muestran los mismos sistemas en un eluyente de fuerza iónica superior, 
1=0.20 M e igual pH. De nuevo, los resultados experimentales evolucionan como cabía esperar 
del aumento en I, es decir para un mismo valor de M[q], los volúmenes de elución se desplazan 
hacia mayores valores. Como ya se ha dicho en repetidas ocasiones, la I puede afectar al gel 
aunque en menor medida que al polielectrolito. Conocer la variación de carga neta en un gel, 
para un determinado valor de pH, conlleva al conocimiento de su densidad superficial de carga a 
través de la distancia entre los grupos ionizables. Estas distancias en el caso del gel Protein I- 
250 son muy difíciles de evaluar [6] pues existen tres tipos de grupos silanol (-SiOH) sobre la 
superficie de la sílice amorfa: vecinales, gemínales y aislados (ver Fig.3.5a). En cualquier caso, 
al comparar las Figuras 5.22 y 5.23 se observa que la variación cuantitativa del Vc es similar en 
ambos casos, es decir una disminución de las repulsiones coulómbicas idéntica en ambos 
soportes. A la vista de la Figura 5.23 en estas condiciones de pH 4.0 e 1=0.20 M (las más 
favorables para estas variables) en el gel UHG se obtiene un calibrado de exclusión por tamaños 
pura en el que se han anulado los mecanismos secundarios, mientras que en el gel clásico de 
sílice el calibrado universal de SEC ideal no se alcanza.
La Figura 5.24 muestras los valores experimentales del Vc de los mismos sitemas 
polímero-gel en un eluyente de 1=0.02 M y pH 7.0. Es interesante comparar estos resultados 
con los mostrados en la Figura 5.22 (igual I pero pH 4.0). Como cabía esperar los Vc a pH 7.0 
son muy inferiores a los obtenidos a pH 4.0 para un mismo volumen hidrodinámico. 
Cuantitativamente, esta disminución es aproximadamente igual en ambos sistemas y para este 
valor de I hay que presumir que principalmente las interacciones del soluto con el soporte son 
de naturaleza repulsiva. Por tanto, puede concluirse que el aumento similar de dichas 
interacciones al aumentar el pH se debe a que ambos geles tienen una densidad de carga neta 
equivalente, observación ya alcanzada anteriormente.
Finalmente, analizaremos los sistemas PSS/I-250 y PSS/TSK en eluyentes de 1=0.02 M y 
pH 5.0 y 7.0 mostrados en las Figuras 5.25 y 5.26, respectivamente. La Figura 5.25 es un 
ejemplo muy interesante pues pone de manifiesto la gran importancia de las interacciones
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hidrofóbicas en algunos tipos de geles modernos como el TSK, mientras que en el gel de sílice 
no aparece este tipo de mecanismo secundario. Debido a las repulsiones entre los grupos silanol 
disociados de la superficie a este valor de pH y el polielectrolito cargado total y negativamente 
(pKa=1.5) a esta fuerza iónica baja, el Vc del soluto polimérico es muy inferior al de su
homólogo neutro para un mismo M[q]. En las mismas condiciones, esta situación se invierte en
. ^  1'el sistema PSS/TSK, donde existen grandes interacciones hidrofóbicas. Este ejemplo muestra, 
por tanto, las enormes precauciones que deben tomarse al utilizar estos tipos de geles orgánicos 
semi-rígidos. Como podemos ver en la Figura 5.26, un aumento del pH tampoco soluciona las 
desviaciones respecto a la exclusión pura en el sistema PSS/TSK, pues si bien el sistema 
PSS/I-250 experimenta un aumento clásico en las repulsiones eléctricas (pH > pKa del gel), el 
TSK se muestra insensible a este cambio de pH. Pensamos que seria necesario trabajar a 
valores muy altos de pH (>9) para que las repulsiones pudieran llegar a anular las interacciones 
hidrofóbicas en el gel TSK. La Figura 5.27 muestra la comparación de los calibrados del PSS 
en los tres geles estudiados en esta Tesis con un eluyente de pH 7.0 e 1=0.02 M, junto a sus 
respectivos calibrados de referencia. En las condiciones del eluyente seleccionadas (usuales en 
SEC acuosa) podemos observar que en ninguno de los soportes se alcanza SEC ideal, es decir, 
no se equilibran los mecanismos secundarios de repulsión y de adsorción. Asimismo, en cuanto 
a la existencia de repulsiones eléctricas polímero-gel, el orden de magnitud es 1-250 > UHG > 
TSK; y por tanto el gel que exhibe mayores interacciones hidrofóbicas con el soluto es el TSK, 
llegando a ser este mecanismo el predominante en la separación cromatográfica del PSS en 
dicho gel.
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Figura 5.22.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250 
y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 4.0 e 1=0.02 M.
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Figura 5.23.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250
y UHG-250. Eluyente: tampón acetato pH 4.0 e 1=0.20 M.
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Figura 5.24.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250 
y UHG-250. Eluyente: tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.02 M.
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Figura 5.25.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250
y TSK PW4000. Eluyente: tampón acetato pH 5.0 e 1=0.02 M.
131
5. Discusión de Resultados
9
#  dextranos/I-250 
— O— PSS/I-250
— ♦ - dextrancs/TSK
— O- PSS/TSK
8 X
7
6
5
4
3
5 76 8 9 10 11
Figura 5.26.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250 
y TSK PW4000. Eluyente: tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.02 M.
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Figura 5.27.- Comparación de los calibrados del PSS obtenidos en las columnas Protein 1-250
TSK PW4000 y UHG-250. Eluyente: tampón fosfato pH 7.0 e 1=0.02 M.
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Como conclusiones más notables de este estudio cualitativo podemos afirmar que:
1) La fuerza iónica del eluyente ejerce un efecto de apantallamiento por contraiones de las 
cargas o grupos ionizables tanto de la superficie del gel como del polielectrolito. Asimismo, 
influye en mayor medida en la contracción intramolecular del poliión disminuyendo la forma y 
tamaño de éste. Ambos efectos se traducen en una disminución de los mecanismos secundarios 
de repulsión y en consecuencia en un aumento de los volúmenes de elución del polímero cuando 
aumenta I.
2) El valor del pH del eluyente es otro de los parámetros que afectan a la disociación del 
polielectrolito y del gel, por tanto y en base a los valores de los pKa de ambos, las repulsiones 
electrostáticas en general se pueden minimizar disminuyendo el pH.
3) La naturaleza química del polielectrolito es también un factor a tener en cuenta, pues las 
interacciones soluto-gel responsables de los mecanismos secundarios dependerán notablemente 
de la densidad de grupos ionizables y de las zonas apolares que contenga cada polímero, es 
decir, de su estructura química.
4) Los geles modernos de polímeros hidrofílicos entrecruzados se presentan como 
mejores para un estudio cromatográfíco de polianiones que los tradicionales de sílice, al menos 
en lo concerniente a interacciones de tipo repulsivo. No obstante, debido a su naturaleza 
química pueden presentar también mecanismos de adsorción no deseables, al menos en 
determinadas condiciones de trabajo, y especialmente el TSK.
Como conclusión final cabe destacar que las condiciones de trabajo, pH e I de la fase 
móvil, no pueden generalizarse en SEC para cualquier tipo de separación. En consecuencia, no 
basta con aumentar la I o diminuir el pH de forma indefinida. Una buena separación 
cromatográñca y por tanto la aplicabilidad de la técnica de SEC acuosa a la caracterización de 
biomacromoléculas exige un estudio riguroso previo y una selección óptima del soporte y la 
fase móvil de acuerdo con el problema a estudiar.
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5.2. Discusión Cuantitativa.
La divergencia de los calibrados "universales" de los polímeros cargados con respecto al 
de polímeros neutros está influenciada como acabamos de ver por el tipo de gel, polielectrolito, 
PH y fuerza iónica del eluyente en el que se realice la separación cromatográfica. Todos los 
fenómenos observados pueden explicarse por la combinación de tres efectos que acontecen de 
forma simultánea: repulsiones electrostáticas, exclusión por tamaños e interacciones 
hidrofóbicas. Para discutir cuantitativamente estas situaciones complejas hemos optado por 
separar los efectos mencionados, suponiendo condiciones experimentales en que predomina 
uno de ellos. Asimismo, hemos puesto a punto o mejorado algunos de los modelos existentes 
que tratan de cuantifícar las desviaciones encontradas respecto a la exclusión pura en función de 
la fuerza iónica a cada pH, polielectrolito y gel. En el caso de las interacciones hidrofóbicas 
hemos tratado de explicar además la influencia del peso molecular del polímero en las 
desviaciones observadas. La validez de los modelos utilizados ha sido comprobada en las zonas 
de calibrados donde presumiblemente predomina uno sólo de los mecanismos secundarios.
En primer lugar analizaremos los sistemas donde existen fundamentalmente repulsiones 
eléctricas siguiendo dos modelos recientes, el propuesto por Dubin y col. [11] y el de Styring y 
col. [12], aunque ambos han sido criticados y mejorados en esta Tesis. En segundo lugar se 
propone un modelo para analizar los mecanismos secundarios de adsorción basado en el 
fenómeno de la solvatación preferencial en sistemas poliméricos temarios y su aplicación a la 
SEC orgánica de polímeros neutros. Una vez obtenidas leyes generales para estos sistemas 
hemos extendido el modelo a los polielectrolitos objeto de estudio en esta Memoria.
5.2.1. Evaluación teórica del coeficiente de reparto cromatográfico.
El reconocimiento de las interacciones electrostáticas entre solutos iónicos y geles de SEC 
data de 1953 cuando Wheaton y Bauman separaron NaCl de glucosa utilizando resinas de 
intercambio catiónico [13]. La rápida elución de las sales de bajo peso molecular ha sido 
denominada cromatografía de "exclusión de ion" y ha sido estudiada con gran detalle por parte 
de numerosos investigadores y recopilada recientemente por Dubin [14].
No es sorprendente que polielectrolitos sintéticos o biomacromoléculas cargadas exhiban 
interacciones coulómbicas con geles de vidrio o de sílice porosa, lo que sorprende realmente es 
que este fenómeno ocurra en geles modernos diseñados especialmente para evitar estos
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problemas. Sin embargo, todos los geles utilizados en SEC acuosa contienen grupos ionizables 
residuales que pueden influir en mayor o menor medida en la elución de macromoléculas 
cargadas, incluso cuando la concentración de tales grupos en la superficie es baja. La repulsión 
entre el poliión y las cargas negativas de la superficie de los poros puede visualizarse como una 
barrera electrostática que se opone a la permeación del soluto. El espesor de esta barrera 
dependerá del grado de ionización de los grupos disociables del soporte y de la fuerza iónica del 
eluyente. A I suficientemente altas, el espesor medio de la barrera, Xc, se hace despreciable, y 
en ausencia de otros efectos secundarios, las curvas de calibrado de polímeros iónicos deben 
converger con las de los neutros. El valor de Xc puede determinarse experimentalmente 
suponiendo que V r * AXg, siendo A el área superficial del gel y Vr el volumen de la columna 
permeable al polímero neutro pero impermeable al polianión. El cálculo de Vr no entraña mucha 
dificultad sí se supone que para un polielectrolito el coeficiente de reparto efectivo, K'sec (P°r 
tamaños y por otros efectos secundarios) puede escribirse como [8,15]:
V ' - V rt V ' -  v n1T9 B c o B c o /c
SEC V ' V  - V ,  K }P P *
siendo V'c el volumen de elución del soluto iónico, y V'p el volumen de poros efectivo para el 
polianión. Si se hacen coincidir forzadamente los calibrados log M[q] vs K$ec con l08 l°g 
M[n] vs K'sec obtendremos V'p y consiguientemente Vr para cada sistema fia igualdad entre 
Ksec y K'sec equivale a admitir la existencia de un volumen de poros "efectivo"). Por otro 
lado, el cálculo de de este modo exige el conocimiento previo de A desde medidas de 
adsorción de BET con cada gel. Estas medidas no podemos realizarlas por no disponer de geles 
sin empaquetar, y, abrir las columnas para realizar dichas medidas sería catastrófico desde un 
punto de vista económico pues supondría su destrucción.
Por todo ello, y en nuestro esfuerzo de preveer teóricamente K'sec» hemos intentado el 
cálculo de Xj. por otros métodos. En primer lugar debemos admitir una geometría determinada 
para la forma de los poros y relacionar el coeficiente de reparto K§ec con volumen 
hidrodinámico de la macromolécula. Para este último propósito podemos considerar dos 
modelos. El primero es un modelo geométrico que considera que las cadenas macromoleculares 
son esferas impenetrables con radio y que los poros del gel tienen un radio medio de 
dimensión, ap, entonces [16]:
K a p R nSEC (5.2)
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y Rn está relacionado con M[q] a través de la ec. (2.15).
El segundo modelo está basado en un tratamiento mecánico-estadístico [16] que elimina 
los estados conformacionalmente prohibidos para la cadena polimérica cerca de la superficie del 
poro. La expresión para Ksec en este modelo viene dada por:
17 _ 1 _ 21
sec 7 7
<r2>1/21
61/2a
(5.3)
donde <r2>l/2 es la raiz cuadrada de la distancia extremo-extremo cuadrática media de la 
cadena. Esta magnitud está relacionada con M[n] según [17]:
1/3
(5.4)
siendo 0 0 la constante universal de Flory (2.5x1o23 mol-1 si [r|] en cm3/g y entonces <r2>1/2 
en cm.). El parámetro X en ambos modelos puede tomar los valores de 1, 2 ó 3 según que la 
geometría asumida para la forma de los poros sea un plano, un cilindro o una esfera, 
respectivamente.
En las Figuras 5.28 y 5.29 se representa log M[q] vs K§ec Para l°s dextranos en los 
geles TSK y UHG, respectivamente. Los puntos corresponden a los valores experimentales 
obtenidos desde los volúmenes de elución y la ec.(2.8), y las diferentes curvas a los valores 
teóricos obtenidos al aplicar las ecs.(5.2) y (5.3) con valores de X~2 y A,=3. A la vista de las 
figuras, ninguno de los modelos coincide plenamente con los resultados experimentales. En 
general parece que el modelo geométrico (ec.5.2) es el que mejor se ajusta. A lo largo de la 
Discusión de resultados veremos cómo al apoyamos no sólo en datos de dextranos sino también 
de los diferentes polianiones, la geometría predominante para los poros es la cilindrica, por lo 
que de ahora en adelante consideraremos que el valor más adecuado para X en las predicciones 
teóricas es 2.
Siguiendo con la metodología utilizada por Dubin y col [11], para volumen hidrodinámico 
constante, la diferencia entre los volúmenes de elución del polímero neutro y del polielectrolito, 
AVC=VC-V'C, depende del radio efectivo de ambos, del radio del poro y de Xc. La relación entre 
AVC y XgViene dada por la ec.(2.18), y para estudiar si varía o no con el peso molecular, en
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primer lugar debe analizarse la variación de AVC con dicha variable. En nuestros resultados 
hemos constatado que AVC no varía linealmente con Rn, o lo que es lo mismo con el peso 
molecular, sino que lo hace con log R^. Este mismo resultado también ha sido confirmado por 
otros autores [18].
En las Figuras 5.30 y 5.31 se muestra la representación de AVC vs log R  ^ para los 
sistemas PGA/TSK y PGA/UHG, respectivamente, en eluyentes de pH 5.0 (parte a) y pH 7.0 
(parte b), a título de ejemplo, aunque el mismo análisis se ha hecho en el resto de sistemas. En 
ambas figuras se han representado sólo las fuerzas iónicas en las que predominan claramente los 
efectos de repulsión, incluida 1=0 (agua pura). Es evidente pues, a la vista de los resultados y 
de la ec. (2.18) que depende del peso molecular de la muestra. La variación del espesor de la 
barrera electrostática con el tamaño del poliión, dado por su radio viscoso R'n, viene dada por 
la ec. (2.25) (cuyo desarrollo está detallado en el § 2.2.1.2), pero que debido al interés de su 
estudio reproducimos en este momento:
X e * R i f R 'i)
es decir, la diferencia de dimensiones entre los radios hidrodinámicos de esferas equivalentes 
del dextrano y del polímero cargado con un mismo volumen de elución, es precisamente el 
espesor de la barrera eléctrica que limita la permeación del polianión. Si suponemos que 
pudiera ser debido exclusivamente a la doble capa difusa alrededor del soluto cargado, la 
ec.(2.25) nos diría que el radio geométrico del polianión más su radio iónico efectivo equivale al 
radio geométrico del soluto descargado.
Para investigar en la naturaleza de X ,^ en las Figuras 5.32-5.34 se representan los valores 
de Xg calculados según la ec.(2.25) frente a R'n para PGA, PSS y PAA en TSK en condiciones 
de pH 5.0 e 1=0.005 M, pH 7.0 e 1=0.005 M y pH 7.0 e 1=0.01 M, respectivamente. En todas 
estas figuras se puede observar que Xg tiende a hacerse constante a altos pesos moleculares para 
los sistemas PSS/TSK y PAA/TSK. Para pesos moleculares bajos, X  ^aumenta cuando lo hace 
R'q (aunque no hemos dibujado dichas zonas) de acuerdo con Dubin y col. [11], En las zonas 
de bajas masas moleculares, donde el polímero puede considerarse un oligoión, un aumento de 
su R'n se corresponde con un aumento de su valencia. Si suponemos que estos oligómeros son 
iones de valencia variable, a bajas fuerzas iónicas para las cuales las dimensiones geométricas 
del polímero son muy pequeñas comparadas con las eléctricas, debe aumentar con R'n. En 
el sistema PGA/TSK vemos que el valor de Xc no llega a estabilizarse con R'^, en general, 
aunque el descenso anormal observado en la Figura 5.32 podría estar relacionado con el hecho 
de que a pH 5.0 empiezan a predominar interacciones hidrofóbicas que varían con el peso 
molecular como veremos en la parte final de esta Discusión.
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Figura 5.28.- Comparación de los calibrados experimentales de dextranos en agua (símbolos) 
con los teóricos calculados con las ecs.(5.2) y (5.3) para poros cilindricos (X=2) 
y esféricos (X=3). Columna TSK PW4000.
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Figura 5.29.- Comparación de los calibrados experimentales de dextranos en agua (símbolos) 
con los teóricos calculados con las ecs.(5.2) y (5.3) para poros cilindricos (X=2) 
y esféricos (X=3). Columna UHG-250.
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Figura 5.30.- Relación entre AVC y el radio hidrodinámico del PGA en la columna TSK 
PW4000 y eluyentes de diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.31.- Relación entre AVC y el radio hidrodinámico del PGA en la columna UHG-250 y 
eluyentes de diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.32.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio 
hidrodinámico del PGA, PSS y PAA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón 
acetato, pH 5.0 e 1=0.005 M.
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Figura 5.33.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio 
hidrodinámico del PGA, PSS y PAA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón 
fosfato, pH 7.0 e 1=0.005 M.
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Figura 5.34.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio 
hidrodinámico del PGA, PSS y PAA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón 
fosfato, pH 7.0 e 1=0.01 M.
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En las Figuras 5.35 y 5.36 se ha representado la variación de con R'^  para los 
sistemas PGA/TSK a tres fuerzas iónicas y PSS/TSK junto a PAA/TSK para una sola I (donde 
predomina la repulsión) a pH 5.0 en todos los casos. En ambas figuras se observa que Xc 
tiende a hacerse constante para valores medios y altos de R'^  (o peso molecular). Asimismo, en 
la Figura 5.35 se puede comprobar cómo el valor promedio de la barrera eléctrica disminuye 
con el aumento de la fuerza iónica. Este hecho es lógico si admitimos que la atmósfera iónica 
aportada por el gel es aproximadamente constante a pH constante, mientras que el espesor de la 
doble capa que rodea al polielectrolito disminuye cuando aumenta la concentración de 
contraiones presentes en el eluyente. Los valores promedio de Xg obtenidos en estos sistemas 
se recogen en la Tabla 5.1.
TABLA 5.1
Valores medios de Xg obtenidos en la columna TSK y eluyente 
tampón acetato de pH 5.0 y diferentes fuerzas iónicas.
x<.(A)
polímero 1*0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M
PGA 51±6 27±3 11+2
PSS 31±3
PAA 43 ±2
El orden observado para Xg no coincide con el observado en la longitud de persistencia 
eléctrica, Lg, que equivale al espesor de la atmósfera iónica ¿portada por el polielectrolito y que 
discutiremos más adelante en las Figuras 5.47-5.49. En las Figuras 5.37-5.39 se presentan los 
resultados de Xc frente a R'n para los mismos sistemas en un eluyente de pH 7.0. De nuevo, 
los valores de Xc disminuyen al aumentar la fuerza iónica del eluyente como cabía esperar. 
Podemos resaltar que para una 1=0.005 M y pH 7.0 (condiciones para las que son despreciables 
las interacciones hidrofóbicas) los resultados se ordenan de igual forma que lo hace la Lc de los 
tres polímeros (ver Figuras 5.47-5.49). Los valores obtenidos para estos sistemas se resumen 
en la Tabla 5.2.
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Figura 5.35.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio 
hidrodinámico del PGA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón acetato, pH
5.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.36.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio
hidrodinámico del PSS y PAA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón
acetato, pH 5.0 e 1=0.005 M.
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Figura 5.37.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio 
hidrodinámico del PGA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón fosfato, pH
7.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.38.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio
hidrodinámico del PSS. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón fosfato, pH
7.0 y diversas fuerzas iónicas.
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TABLA 5.2
Valares medios de X^ . obtenidos en la columna TSK y eluyente 
tampón fosfato de pH 7.0 y diferentes fuerzas iónicas.
Xe(A)
polímero 1-0.005 M 1-0.01 M 1-0.02 M I-0.05M
PGA 80±10 57+6 48+5 19±2
PSS 76±7 16±2
PAA 70±4 57±2 ----  ----
Las Figuras 5.40 y 5.41 muestran a título de ejemplo los sistemas PGA y PSS en el gel 
UHG, respectivamente, en eluyentes de pH5.0 y varias fuerzas iónicas. Los resultados de Xc 
siguen la evolución ya comentada en las anteriores figuras y sus valores promedio se recogen en 
la Tabla 5.3. Para 1=0.005 M, ^(PG A ) < XgCPSS) resultado que no está de acuerdo con los 
valores de las Le calculadoas a la misma L Sin embargo al aumentar el pH a 7.0, Figuras 5.42 y 
5.43, los valores promedio de Xc de ambos políaniones son aproximadamente iguales y 
evolucionan de igual modo que lo hace su Lc con el peso molecular (ver Figuras 5.47-5.49). 
Este hecho demuestra que cuando las interacciones hidrofóbicas se minimizan los modelos 
teóricos utilizados para cuantificar las repulsiones son más precisos. Los valores de Xe 
calculados para todos los polímeros en el gel UHG a pH 7.0 y diversas fuerzas iónicas se 
muestran en la Tabla 5.4.
TABLA 5.3
Valores medios de obtenidos en la columna UHG y eluyente 
tampón acetato de pH 5.0 y diferentes fuerzas iónicas.
x*(A)
polímero 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M I=0.05M
PGA 64±5 42±3 31±2 19±2
PSS 68±5 44±3 26±2 9±1
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Figura 5.39.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio 
hidrodinámico del PAA. Columna TSK PW4000. Eluyente: tampón fosfato, pH
7.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.40.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio
hidrodinámico del PGA. Columna UHG-250. Eluyente: tampón acetato, pH 5.0
y diversas fuerzas iónicas.
147
5. Discusión de Resultados
100
—• — 1-0.005 M
-  o -  1-0.01 M
-  - ♦ 1-0.02 M
----O- 1-0.05 M
ü O-O- a  —o__ ax 40
f  ♦ ♦ ♦ '  *-----
O’ Or O  O O 0  - 0  o -- - 'O ' - -o
50 6020 30 ,40R' (A)0 10
Figura 5.41.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con el radio 
hidrodinámico del PSS. Columna UHG-250. Eluyente: tampón acetato, pH 5.0 y 
diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.42.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio
hidrodinámico del PGA. Columna UHG-250. Eluyente: tampón fosfato, pH 7.0
y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.43.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con el radio 
hidrodinámico del PSS. Columna UHG-250. Eluyente: tampón fosfato, pH 7.0 
y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.44.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xe, con la fuerza iónica para 
el sistema PGA/TSK y eluyentes de diferente pH.
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TABLA 5.4
Valores medios de obtenidos en la columna UHG y eluyente 
tampón fosfato de pH 7.0 y diferentes fuerzas iónicas.
Xe(A)
polímero 1-0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M I-0.05M 1=0.10 M
PGA 70±7 51±5 35±5 24±2 12±1
PSS 80±9 60±6 40±5 20±3 6±1
En nuestro afán por demostrar la hipótesis propuesta de que Xg es una contribución 
eléctrica tanto del gel como del polianión, podemos suponer que el espesor de las dos dobles 
capas equivale a la longitud de Debye, i r 1, y por tanto es proporcional a T1/2. En las Figuras 
5.44-5.46 se han representado los valores de Xg (Tablas 5.1 a 5.4) frente a la inversa de la raiz 
cuadrada de la fuerza iónica para algunos de nuestros sistemas a título de ejemplo, 
observándose en todos los casos una buena linealidad. De las dos contribuciones al valor de Xe 
podemos estudiar de forma independiente la aportación correspondiente al polielectrolito, es 
decir el espesor de la atmósfera iónica que rodea a la cadena. Esta distancia se representa por la 
longitud de persistencia eléctrica (para más detalles ver § 2.3). En las Figuras 5.47 a 5.49 se 
representan los valores de Lc teórica calculados según la ec.(2.37) propuesta por Odijk [19] 
frente a I-1/2 para todas las masas moleculares de los tres polímeros estudiados. Como puede 
observarse en todos los casos Lc—>0 cuando I—►°°, lo cual demuestra que la longitud total del 
polianión es la suma de su longitud geométrica más su longitud eléctrica. También podemos ver 
en estas figuras que la diferencia observada en Lc para diversos pesos moleculares aumenta 
cuando disminuye la fuerza iónica, y se hace muy pequeña para pesos moleculares altos. Estos 
resultados están de acuerdo con la discusión realizada para Xc y con lo apuntado por otros 
autores [11] que aseguran que la densidad de carga se hace constante cuando los pesos 
moleculares son suficientemente grandes. Otra observación que cabria realizar es que la 
dependencia de Lc con I"1/2 no es estrictamente lineal, sino que en estas representaciones 
aparece una ligera curvatura a I muy bajas y que también ha sido interpretada por Tricot [20] 
para diversos polianiones. Todos los valores calculados de Lc se recogen en la Tabla 5.5.
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TABLA 5.5
Valores teóricos de Le calculados con la ec.(2.37) para todos los polímeros estudiados en
eluyentes de diferente fuerza iónica
Le (A)
polímero 1=0.005 M 1=0.01 M 1=0.02 M 1=0.05 M 1=0.10 M 1=0.20 M
PGA-1 41.56 24.19 13.30 5.75 2.98 1.53
PGA-2 57.51 29.83 15.30 6.26 3.16 1.59
PGA-3 60.81 31.00 15.71 6.36 3.19 1.60
PSS-1 <0 <0 <0 <0 <0 0.11
PSS-2 26.54 18.88 11.43 5.28 2.81 1.47
PSS-3 45.10 25.44 13.75 5.86 3.02 1.54
PSS-4 57.92 29.97 15.35 6.27 3.16 1.59
PSS-5 61.42 31.21 15.79 6.38 3.20 1.61
PAA-1 22.00 17.28 10.86 5.13 2.76 1.45
PAA-2 62.51 31.60 15.92 6.41 3.21 1.61
PAA-3 64.03 32.14 16.11 6.46 3.23 1.62
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Figura 5.45.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, con la fuerza iónica para 
el sistema PGA/UHG y eluyentes de diferente pH.
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Figura 5.46.- Dependencia del espesor de la barrera electrostática, Xc, con la fuerza iónica para 
el sistema PSS/UHG y eluyentes de diferente pH.
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Figura 5.47.- Variación de la longitud de persistencia eléctrica, Lc, ec.(2.37) con la fuerza 
iónica del eluyente para el PGA y tres masas moleculares.
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Figura 5.48.- Variación de la longitud de persistencia eléctrica, Lc, ec.(2.37) con la fuerza 
iónica del eluyente para el PSS y cuatro masas moleculares.
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Figura 5.49.- Variación de la longitud de persistencia eléctrica, Lc, ec.(2.37) con la fuerza 
iónica del eluyente para el PAA y tres masas moleculares.
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En las Figuras 5.50 y 5.51 se han representado los valores teóricos de Lc frente al peso 
molecular y frente a R'n, respectivamente, para los tres polímeros en eluyentes de pH 5.0 e 
1*0.005 M (parte a) e 1=0.01 M (parte b). La forma de estas representaciones es análoga a la 
observada para Xc sí se incluyen valores pequeños de R'q, lo cual nos induce a pensar que la 
contribución al espesor de la barrera electrostática por parte del poliión varía con el peso 
molecular de éste, mientras que la del gel es constante. Esta observación de que X^ . es función 
de M ha sido realizada muy recientemente por Dubin y col. [18] y les ha llevado a modificar las 
propuestas iniciales de sus modelos. Asimismo, es también interesante mencionar que al menos 
para eluyentes de fuerza iónica muy baja (1=0.005 M), donde predominan las repulsiones sobre 
las adsorciones, los valores de Xe son siempre superiores a los de Le para un mismo sistema 
polielectrolito/gel.
Finalmente, aclarado en lo que cabe el significado de Xe, hemos optado por calcular de 
forma teórica los valores del coeficiente de reparto para polielectrolitos, K'sec» suponiendo que 
las cadenas macromoleculares son esferas impenetrables de radio R'n y los poros del gel 
cilindros con radio efectivo (ap-Xc). Así pues, por analogía con la expresión de Casassa, 
proponemos para dicho cálculo la ecuación:
Las Figuras 5.52 a 5.57 muestran a título de ejemplo algunos de los sistemas estudiados 
más significativos donde hay un predominio claro de las repulsiones. En ellas se representa log 
M[q] frente a K 'sec experimental (puntos) y a K 'sec teórica (líneas) obtenida con la ec.(5.5). 
que se propone en esta Tesis Doctoral. Los valores de V'p necesarios para obtener K 'sec 
experimental están tabulados para todos los eluyentes en la Tabla 4.19, y han sido obtenidos 
como la diferencia entre el volumen máximo de cada calibrado menos el volumen intersticial de 
la columna. Para obtener el volumen máximo en cada eluyente de pH e I determinada, se 
inyectaron los monómeros correspondientes: ácido L-glutámico, ácido acrílico y ácido p- 
estirénsulfónico en cada eluyente. En todas las Figuras se observa que, en general, la 
coincidencia entre los valores experimentales y los teóricos obtenidos con la ec.(5.5) es 
aceptable, aunque en ocasiones se encuentran ligeras desviaciones precisamente en zonas de 
bajos y altos pesos moleculares. La explicación de estas discrepancias puede residir en el hecho 
de tomar valores promedio de X  ^iguales para todos los pesos moleculares.
Como conclusión final podríamos decir que el modelo aunque muy simplista y con
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muchas suposiciones y aproximaciones puede servir para cuantificar los mecanismos de 
repulsión sobre todo en sistemas en los que este mecanismo secundario es el protagonista. No 
obstante, se pueden realizar mejoras o refinamientos del modelo partiendo de la idea de que las 
macromoléculas son esferas porosas [18].
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Figura 5.50.- Variación de la longitud de persistencia eléctrica, Le, ec.(2.37) con el peso 
molecular del PGA, PSS y PAA. Fuerza iónica: (a) 0.005 M y (b) 0.01 M.
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Figura 5.51.- Variación de la longitud de persistencia eléctrica, Lc, ec.(2.37) con el radio 
hidrodinámico del PGA, PSS y PAA. Fuerza iónica: (a) 0.005 M y (b) 0.01 M.
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Figura 5.52.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PGA/TSK en tampón acetato, pH 5.0 y
fuerza iónica: (a) 0.01 M y (b) 0.02 M.
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Figura 5.53.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PGA/TSK en tampón fosfato, pH 7.0 y
fuerza iónica: (a) 0.005 M y (b) 0.01 M.
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Figura 5.54.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la 
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PSS/TSK en tampón acetato, pH 5.0 e 
1= 0.005 M.
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Figura 5.55.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PSS/TSK en tampón fosfato, pH 7.0 e
1= 0.01 M
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Figura 5.56.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PSS/UHG en tampón acetato, pH 5.0 y
fuerza iónica: (a) 0.02 M y (b) 0.05 M.
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Figura 5.57.- Comparación del calibrado experimental (símbolos) con el calculado con la
ec.(5.5) (línea continua) para el sistema PSS/UHG en tampón fosfato, pH 7.0 y
fuerza iónica: (a) 0.05 M y (b) 0.10 M.
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5.2.2. Predicción de la dependencia del volumen de elución con la fuerza 
iónica.
Siguiendo la línea de investigación de esta Memoria, otra de las formas de interpretar 
cuantitativamente los resultados de SEC de polianiones es intentar predecir la dependencia del 
volumen de elución de un poliión con la fuerza iónica* Para realizar este estudio es necesario 
aclarar en primer lugar la evolución del volumen hidrodinámico con el volúmen de elución a 
través de las ecuaciones de los calibrados "universales".
Es bien conocido que un polímero neutro cumple el calibrado universal:
log M[q] -  a -  bV c (5.6)
donde a y b son la ordenada en el origen y la pendiente, respectivamente. La pendiente puede 
expresarse de forma:
b = Vo + Vp + V . (5'7)
El significado de las magnitudes contenidas en la ec.(5.7) pueden verse en la representación 
esquemática de los calibrados que se muestra en la Figura 5.58. Así pues, sustituyendo la 
ec.(5.7) en la (5.6) y despejando el volumen de elución, se obtiene:
Ve _ V 0 + V P + V » ‘  b l0g M[n] (5>8)
y reordenando la expresión anterior de otro modo, se llega a:
Ve - V a - V 0 + Vp - k ^ l o g  M[n] (5.9)
donde kuc es la inversa de la pendiente del calibrado universal. De modo análogo, para un 
polielectrolito el calibrado en unas condiciones dadas de pH e I, se puede escribir:
V'e-  V'a -  V0 + V p - k'ucloS M M I  (5-l°)
De acuerdo con las ecs.(5.9) y (5.10) el volumen de elución de un polelectrolito cuando I—►°° 
(fuerza iónica alta) será:
v e -  Va = V 0 + Vp - k uclog Mtnloo (5.11)
suponiendo que cuando I-*°° los calibrados de polímeros cargados y de neutros convergen.
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Por otro lado, merece recordar en este momento, la relación entre los volúmenes de 
elución de ambos tipos de soluto y el coeficiente de reparto:
V -  V + K V e 0 SEC P
V' -  V + K V' v e 0 SEC P
Nótese que en este nuevo planteamiento, V'p es la magnitud que da cuenta de los mecanismos 
secundarios ajenos al tamaño y que varía con el peso molecular del soluto. Si de forma 
aproximada se cumple la ec.(2.29) propuesta por Styring y col. [12] (pues demostraremos más
adelante que V'c no varía linealmente con I-1/2), la sustitución en ella de las expresiones
anteriores proporciona:
K SECV p - K SECV p - ke.r l / 2  <5' 12>
y dividiendo ambos miembros por Ksec:
v p - v p - k d f 1/2 (5.13)
sumando Vq en ambas partes y teniendo en cuenta la ec.(5.10) se obtiene finalmente:
V' e - ( V0 + V P + V ' . > - k'»olo8 M t n ] , - k d r 1/2 (5.14)
ecuación análoga a la propuesta por Styring (vease ec.5 en ref.12), si se ignora V'a, y se 
supone que y k^ * k^j. De la ec.(5.14) y restando a ambos miembros el término
kuclog M[q], se deduce:
v ; -  v . +  k -jc *  M[n] I - k uciog M tr ,] .-  v 0 + v p -  k^iog M[n] „ - k 'd i ' 1/2 (5.15)
y teniendo en cuenta la ec.(5.11) se obtiene:
( M t n ] / *
V'e + log--------- 4 “  + <V » ~ V'.> “ Ve " k'd 1 (5-16>
(M [n ]J  *
ecuación análoga a la ec.6 de la ref.[12] pero sin aproximaciones. Para aplicar la ec.(5.16) se 
pueden realizar algunos cambios que faciliten su representación. Sumando a ambos miembros 
(V V 'p) y teniendo en cuenta que: (V^V'a) = (Vr V'r Vp+V'p) (ver Figura 5.58), se obtiene:
164
5. Discusión de Resultados
k uc
V ' e + 1 ° 8  L ^ + ( V t - V ' . ) “ V e  +  V p - V p - k 'e l I  C5 - 1 7 )
siendo (Vt-V't) una magnitud de fácil acceso por ser la diferencia entre las abcisas en el origen 
de cada recta de calibrado (neutros y polielectrolitos, respectivamente).
Finalmente, se propone la ecuación:
V'c + A = Vc + Vp -  V'p -  k'd r 1/2 (5.18)
k'uc
(M [n]j) *
donde A -  log----------- £— + (V t -  V't) , y que puede comprobarse que es una corrección
( m m j  ®
de la propuesta en el modelo de Styring y col.[12] (ver ec.2.32).
Neutros
v 'V'__RVo
V V V
<4 n ---------------------------p---------------------------------------M ------3-------►
Figura 5.58.- Representación esquemática de los calibrados de polielectrolitos y polímeros no 
cargados, con la definición geométrica de los volúmenes intersticial, de poros y 
total, correspondientes a ambos.
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En las Figuras 5.59-5.61 se muestra la representación de la ec.(5.18) para los sistemas 
PGA/TSK, PGA/UHG y PSS/UHG, respectivamente, a pH 5.0 (partes a) y pH 7.0 (partes 
b).El intervalo de I representado es aquel en el que predominan claramente las repulsiones 
electrostáticas. En las Figuras 5.62 a 5.66 se realizan las mismas representaciones para diversos 
ejemplos de la bibliografía [2,8,12,21,22], constituidos generalmente por sistemas PSS/geles 
de vidrio poroso y/o sílice. Como puede verse tanto para los sistemas estudiados en esta Tesis 
como para los de otros autores, la linearidad es excelente. Si ahora representamos el volumen 
hidrodinámico cuando 1-*°° (log M[q]oo) frente a la ordenada en el origen obtenida de la 
ec.(5.18) (que corresponde a Vc) para cada masa molecular y sistema, obtenemos las Figuras 
5.67 a 5.76. En ellas se muestran todos los sistemas mencionados, observándose que la 
coincidencia entre estos calibrados y el de dextranos es perfecta, lo cual nos conduce a la 
conclusión de que el término (Vp-V'p) de la ec.(5.18) es despreciable frente a Vc al menos 
desde un punto de vista numérico. En estas Figuras se muestran además algunos calibrados 
experimentales a diferentes I para comprobar la confianza de la extrapolación realizada. 
Asimismo, contienen más información que será discutida posteriormente. A la vista de los 
resultados proponemos ahora una corrección para la ec.(5.18) que quedaría:
y que permite conocer Vc (I-*°°) a partir del V'c experimental con notable exactitud.
Desde un punto de vista práctico, la ec.(5.19) puede ser mejorada, puesto que el término 
A contiene información relativa a aquello que se quiere predecir (por ejemplo, kuc y Vj). 
Realizando las siguientes aproximaciones: k uc -  y (Vj-V'j) -  0, se transforma en:
V', + A -  V - k ' . r 1/2c e ©i (5.19)
(5.20)
o bien, reagrupando el término corrector del V'c y denominándolo A*, obtenemos finalmente:
v'+ a*- v-k",r1/2c c el (5.21)
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Figura 5.59.- Representación de la ec.(5.18) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.14 y
4.15 para el sistema PGA/TSK y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.60.- Representación de la ec.(5.18) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.16 y
4.17 para el sistema PGA/UHG y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b)
7.0.
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Figura 5.61.- Representación de la ec.(5.18) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.16 y
4.17 para el sistema PSS/UHG y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.62.- Representación de la ec.(5.18) con datos extraídos de la Figura 2 de la ref.[8] 
para el PSS eluído en columnas CPG.
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Figura 5.63.- Representación de la ec.(5.18) con datos extraídos de la Figura 4 de la ref.[12] 
para el PSS eluído en columnas CPG y Fractosil.
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Figura 5.64.- Representación de la ec.(5.18) con datos extraídos de la Figura 1 de la ref.[2] 
para el PSS eluído en columnas FPG 500+170.
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Figura 5.65.- Representación de la ec.(5.18) con datos procedentes de la ref.[21] para el PSS 
eluído en la columna UHG-250.
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Figura 5.66.- Representación de la ec.(5.18) con datos extraídos de la Figura 2 de la ref.[22] 
para el PSS eluído en la columna Protein 1-250.
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Figura 5.67.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/TSK en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando I->°°.
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Figura 5.68.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/UHG en eluyente de pH
5.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando I-*°°.
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Figura 5.69.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/UHG en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando I->°°.
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Figura 5.70.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PSS/UHG en eluyente de pH
5.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando I->°°.
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Figura 5.71.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PSS/UHG en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando I-*°°.
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Figura 5.72.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PAA/TSK en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) obtenidos cuando
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Figura 5.73.- Calibrados universales procedentes de la ref.[8] para el sistema PSS/CPG 
(líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) extrapolados a
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Figura 5.74.- Calibrados universales procedentes de la ref.[12] para el sistema PSS/CPG 
+Fractosil (líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en 
el origen de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) extrapolados a I-*-00.
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Figura 5.75.- Calibrados universales procedentes de la ref.[2] para el sistema PSS/FPG 
(líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) extrapolados a 1-*°°.
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Figura 5.76.- Calibrados universales procedentes de la ref.[22] para el sistema PSS/Protein I- 
250 (líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el 
origen de las ecs.(2.29), (5.18) y (5.21) extrapolados a I->°°.
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Las Figuras 5.77 a 5.84 muestran la representación de (V'c+A*) vs I-1/2 para diversos 
ejemplos polímero/gel/pH estudiados en esta Memoria y de la bibliografía [2,8,12,21,22] .En 
todas ellas se observa un buen ajuste lineal en general. Procediendo como anteriormente, es 
decir representando log M[q]oo fíente a la ordenada en el origen obtenida con la ec.(5.21) para 
cada peso molecular y sistema se obtienen las Figuras 5.67 a 5.76 (ya mostradas anteriormente 
con otro propósito). Puede observarse que los volúmenes de elución predichos con esta 
ecuación, se acercan mucho más al calibrado de dextranos que los obtenidos con la ec.(2.29) 
clásica que también se muestra en las figuras. Con ello queda probada la utilidad de la ecuación
(5.21) propuesta en esta Tesis.
Llegados a este punto nos hemos planteado como siguiente objetivo encontrar otras 
ecuaciones para estudiar la dependencia del volumen de elución de un polielectrolito con la 
fuerza iónica, sin tener que recurrir a términos correctores como era el caso de las ecs.(5.19) y
(5.21). No obstante, éstas han sido de gran utilidad para demostrar que la dependencia de V'e 
con I-1/2 no puede ser lineal como habían postulado algunos investigadores [12]. Para ello, y 
de acuerdo con la hipótesis del modelo explicado en §2.2.1.3, suponemos que los solutos 
iónicos en medio acuoso tienen un radio efectivo, rc, que viene dado por la ec.(2.27), y el 
coeficiente de distribución del soluto polimérico definido según la ec.(2.28). La sustitución en 
esta última ecuación de la ec.(2.27) conduce a:
K'
an “ r -  kl P c
- 1/2 '
SEC (5.22)
A la vista de esta expresión, podemos asignar ahora a K 'sec responsabilidad de los 
mecanismos secundarios (a diferencia del tratamiento realizado anteriormente). La sustitución de 
la ec.(5.22) desarrollada en la definición del volumen de elución de un polielectrolito dada por la 
ec.(2.11b) lleva a:
v;- v o +
k2
-V v nI
a2 p P
-1 (5.23)
Analizando los términos de esta ecuación y comparándolos con expresiones ya conocidas, 
se desprende que:
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1')  v 0 +
• p ' t c l 2
- ^ ) v p - v o + k s e c v p - v c
es decir, este término es el volumen de elución (ver ec.2.8) de un polímero neutro o de un 
polielectrolito cuando en ausencia de mecanismos secundarios.
22) 2[ —^ — -j-^-V pI ^ 2 = k cl I término que coincide con el propuesto por
Styring (ver ec. 2.29) donde da cuenta de los efectos de la doble capa del soluto (a través de 
k), del radio del poro y del volumen de poros de la columna.
k 2 -132) el término - - V  I aparece en nuestra expresión, y es precisamente el que da 
aP
cuenta de las desviaciones observadas en las representaciones clásicas de V"c frente a T1^2.
Por tanto, concluimos que la dependencia del V'c con la fuerza iónica obedece a un 
polinomio de segundo grado en I-1/2, y tendría la forma general de la ecuación que proponemos:
v ; -  v ^ k ^ r ^ + k - r 1 (5.24)
Si esta ecuación es correcta, la representación de V'c vs I' 1/2 ajustada a un polinomio de 
segundo grado, debe proporcionar del término independiente el valor correspondiente al 
volumen de elución cuando 1-*°°.
179
(V
'e 
+ 
A*
) 
(m
L)
 
(V
'e 
+ 
A*
) 
(m
L)
5. Discusión de Resultados
9.0
8.5
8.0
7.5
7.0
6.5
6.0
6 8.25 10.5 12.75 15
I*1'2 (molí/ 1)-1'2
8.5
8.0
7.5
7.0
6.5
6.0
5.5
4 6 8 10 12 14 16
I' 1'2 (mol-L*1)*1'2
Figura 5.77.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.14 y
4.15 para el sistema PGA/TSK y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.78.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.16 y
4.17 para el sistema PGA/UHG y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b)
7.0.
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Figura 5.79.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de las Tablas 4.13, 4.16 y
4.17 para el sistema PSS/UHG y eluyentes tamponados de pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.80.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de la ref.[8] para el PSS 
eluído en columnas CPG.
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Figura 5.81.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de la ref.[12] para el PSS 
eluído en columnas CPG + Fractosil.
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Figura 5.82.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de la ref.[2] para el PSS 
eluído en columnas FPG500+170.
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Figura 5.83.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de la ref.[21] para el PSS 
eluído en la columna UHG.
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Figura 5.84.- Representación de la ec.(5.21) con datos procedentes de la ref.[22] para el PSS 
eluído en la columna Protein 1-250.
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Figura 5.85.- Dependencia del radio efectivo del PGA con la fuerza iónica del disolvente 
(ec.2.27).Los símbolos representan los valores experimentales obtenidos a partir 
de M[r|]. Las líneas corresponden al ajuste por mínimos cuadrados.
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Para discutir los resultados obtenidos, en primer lugar hemos de comprobar la hipótesis 
de que el radio efectivo de la macromolécula varía linealmente con I '1/2. En las Figuras 5.85 a 
5.87 se representa la ec.(2.27) para los tres polianiones objeto de estudio, PGA, PSS y PAA, 
respectivamente. En todas ellas se obtiene un buen ajuste con coeficientes de correlación entre 
0.99 y 0.999 para todos los pesos moleculares estudiados. Las ordenadas en el origen de estas 
representaciones proporcionan el radio geométrico, rc, de la partícula descargada, y las 
pendientes representarían la contribución de cada masa molecular a la atmósfera iónica o doble 
capa eléctrica del soluto.
En segundo lugar discutiremos la dependencia del V'c con I a través de la ec.(2.29) 
clásica [12], y de la ec.(5.24) propuesta en esta Tesis Doctoral, aplicadas a nuestros sistemas y 
a otros procedentes de la bibliografía [2,8,21]. Las Figuras 5.88 a 5.90 muestran los valores 
experimentales del V'c, junto a los ajustes lineal (ec.2.29) y polinómico (ec.5.24) frente a I-1/2 
para los sistemas PGA/TSK, PGA/UHG y PSS/UHG a pH 5.0 (partes a) y pH 7.0 (partes b), 
respectivamente.(Estas mismas figuras se han representado para el resto de sistemas, pero a 
título de ejemplo se muestran sólo las citadas por ser los que presentan un claro predominio de 
las interacciones repulsivas). En todas ellas podemos observar cómo el ajuste propuesto con la 
ec.(5.24) es el más adecuado a los valores experimentales, obteniéndose en todos los casos 
correlaciones entre 0.999 y 1, mientras que el ajuste lineal clásico no ofrece la misma confianza. 
Para corroborar la validez de la ecuación que se propone, se ha aplicado también a resultados 
experimentales de la bibliografía. En las Figuras 5.91 a 5.93 se muestran las mismas 
representaciones para datos procedentes de Dubin y col. [8] (Figura 5.91), Mori [2] (Figura 
5.92) y Pérez-Payá y col. [21] (Figura 5.93). En todas se observa que los mejores ajustes se 
obtienen con la ec.(5.24) que proponemos.
En tercer lugar, pasaremos a discutir la aplicabilidad de esta ecuación. Si es correcta, 
además del buen ajuste de los datos experimentales, los valores de la ordenada en el origen (que 
representan el volumen de elución a 1-+°°) deben converger con los de polímeros neutros o al 
menos acercarse más que los obtenidos a través de la ec.(2.29). Así pues, las Figuras 5.94- 
5.97 presentan los calibrados log M[q]<» vs Vc obtenido de las ecs.(2.29) y (5.24), junto al 
calibrado de dextranos (línea continua) para algunos de los sistemas estudiados a título de 
ejemplo, PGA/TSK, PGA/UHG y PSS/UHG a varios pH. En dichas figuras también se 
representan los calibrados experimentales a varias I (líneas discontinuas) para visualizar e 
indicar desde que zonas se realiza la extrapolación. En todas ellas cabe destacar que la 
predicción del volumen de elución realizada con la ec.(5.24) es la que más se aproxima al 
calibrado de referencia. Asimismo, para intentar ser lo más objetivos posible, en las Figuras 
5.98-5.100 se han realizado las mismas representaciones para los sistemas de la literatura
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Figura 5.86.- Dependencia del radio efectivo del PSS con la fuerza iónica del disolvente 
(ec.2.27).Los símbolos representan los valores experimentales obtenidos a partir 
de M[r|]- Las líneas corresponden al ajuste por mínimos cuadrados.
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Figura 5.87.- Dependencia del radio efectivo del PAA con la fuerza iónica del disolvente 
(ec.2.27).Los símbolos representan los valores experimentales obtenidos a partir 
de M[r)]. Las líneas corresponden al ajuste por mínimos cuadrados.
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Figura 5.88.- Variación del volumen de elución del PGA con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales y las líneas los ajustes lineal (ec.2.29) y 
polinómico (ec.5.24). Columna: TSK PW4000; pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.89.- Variación del volumen de elución del PGA con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales y las líneas los ajustes lineal (ec.2.29) y 
polinómico (ec.5.24). Columna: UHG-250; pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.90.- Variación del volumen de elución del PSS con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales y las líneas los ajustes lineal (ec.2.29) y 
polinómico (ec.5.24). Columna: UHG-250; pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.91.- Variación del volumen de elución del PSS con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales procedentes de la ref.[8] y las líneas los 
ajustes lineal (ec.2.29) y polinómico (ec.5.24).
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Figura 5.92.- Variación del volumen de elución del PSS con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales procedentes de la ref.[2] y las líneas los 
ajustes lineal (ec.2.29) y polinómico (ec.5.24).
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Figura 5.93.- Variación del volumen de elución del PSS con la fuerza iónica. Los símbolos 
representan valores experimentales procedentes de la ref.[21] y las líneas los 
ajustes lineal (ec.2.29) y polinómico (ec.5.24).
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Figura 5.94.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/TSK en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) obtenidos cuando I-+°°.
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Figura 5.95.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/UHG en eluyente de pH
5.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) obtenidos cuando I->°°.
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Figura 5.96.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/UHG en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) obtenidos cuando
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Figura 5.97.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PSS/UHG en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) obtenidos cuando I-*-00.
cP
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Figura 5.98.- Calibrados universales procedentes de la ref.[8] para el sistema PSS/CPG 
(líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) extrapolados a I
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— 1-0.0135 M
O Ec. (2.29)
•  Ec. (5.24)
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4
1810 12 14 168
Figura 5.99.- Calibrados universales procedentes de la ref.[2] para el sistema PSS/FPG 
(líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en el origen 
de las ecs.(2.29) y (5.24) extrapolados a
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O Ec. (2.29)
•  Ec. (5.24)
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Figura 5.100.- Calibrados universales procedentes de la ref.[21] para el sistema PSS/UHG 
(líneas). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas en 
el origen de las ecs.(2.29) y (5.21) extrapolados a
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indicados anteriormente [2,8,21]. De nuevo, se aprecia que las menores discrepancias con el 
calibrado de SEC pura se consigue con los valores obtenidos de la ordenada en el origen de la 
representación de la ec.(5.24).
función polinómoca de segundo grado en I-1/2.
Finalmente, y como se ha dicho en repetidas ocasiones, nos queda por demostrar que la 
geometría cilindrica asumida para los poros es la más probable. Si en la definición de K'sec 
dada por la ec.(2.28) supusiéramos una geometría esférica para los poros, el exponente debería 
ser reemplazado por 3, de forma:
independiente un valor de Vc cuando I-+«> que está sobre valorado con respecto al valor 
experimental. A título de ejemplo y para corroborar esta observación, en la Figura 5.101 se 
representan los calibrados para el sistema PGA/UHG a pH 7.0 obtenidos con los valores 
predichos por las ecs.(2.29), (5.24) y (5.26), junto al de referencia. A la vista de la Figura 
queda patente que la geometría más real para los poros es la cilindrica como habíamos supuesto 
a lo largo de toda la Discusión de los resultados.
Podemos concluir que la dependencia del volumen de elución con la fuerza iónica es una
(5.25)
y haciendo un desarrollo análogo al anterior se obtendría:
I ' 3/2 (5.26)
El ajuste de V'c a un polinomio de tercer grado respecto de I-1/2 proporciona del término
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•  Ec. (5.24)
□ Ec. (5.26)8 6.0 O •C*
5.5
5.0
4.5
4.0
9 107 85 6 V (mL)
Figura 5.101.- Calibrados universales obtenidos para el sistema PGA/UHG en eluyente de pH
7.0 y diversas I (líneas discontinuas) junto al de dextranos de referencia (línea 
continua). Los símbolos corresponden a los valores de las ordenadas 
procedentes del ajuste lineal (ec.2.29), polinómico de 2- grado (ec.5.24) y 
polinómico de 32 grado (ec.5.26).
5.2.3. Análisis cuantitativo de las interacciones hidrofóbicas.
Las interacciones hidrofóbicas pueden cuantificarse a través de una constante de 
equilibrio, Kad, que tenga en cuenta la adsorción de un polímero cargado sobre un gel. Por otro 
lado, como se ha descrito en la parte teórica (§2.4.2), una constante K'ad relacionada con los 
coeficientes de reparto cromatográficos a través de la ec.(2.77) y con los volúmenes de elución 
por la ec.(2.80). Asimismo, se ha relacionado K'ad con Kp (coeficiente de distribución que 
representa tradicionalmente las interacciones soluto-gel en SEC orgánica) a través de la 
ec.(2.78).
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El problema que se nos plantea a continuación es el siguiente: ¿es licito utilizar Kp en las 
ecuaciones que describen la separación de polianiones en SEC acuosa?. Sí admitimos un valor 
de V'p variable con el peso molecular y responsable de los mecanismos secundarios, pensamos 
que sí es lícito. Asimismo, debemos adoptar como ecuaciones representativas de la elución de 
polímeros neutros y de polielectrolitos las expresiones:
V -  V + K V e 0 SEC P
V' -  V + K V' e 0 SEC P
explicadas anteriormente en el Capítulo 2, pero que volvemos a reproducir aquí para facilitar el 
seguimiento del planteamiento. Por analogía con la ec.(2.47) propuesta por Dawkins y 
Hemming [23-25], para un polielectrolito proponemos:
Ve “ V0 + K SECK pV p (5.27)
siendo Kp un coeficiente de reparto de fenómenos ajenos al tamaño, y que ha sido utilizada con 
mucha frecuencia para explicar mecanismos secundarios en SEC no acuosa [26-33]. A la vista 
de las tres últimas ecuaciones, es fácil deducir que para un mismo volumen hidrodinámico se 
cumplirá que:
V c "  V n
K p -  v ~ - y  (5.28)
v  e v o
y también que:
v pK p - T p  (5.29)
P
El valor de Kp obtenido de una u otra forma varía con el peso molecular, conclusión también 
alcanzada en estudios de SEC orgánica con polímeros sintéticos neutros [33-36], tanto cuando 
Kp>l como cuando Kp<l. Así pues, pensamos que Kp también puede representar mecanismos 
secundarios en SEC acuosa de polielectrolitos, y por tanto es lícito adoptar esta nomenclatura en 
ambos tipos de cromatografía.
Con el propósito de indagar en la naturaleza de la variación de Kp con el peso molecular, 
hemos relacionado este coeficiente con el parámetro de solvatación preferencial, X. La causa de 
buscar esta relación se debe a que tanto Kp como X pueden explicar la posible adsorción o 
desorción del soluto polimérico sobre el gel [36].
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En un sistema polimérico temario formado por disolvente(l)/disolvente(2)/polímeio(3), 
siempre hay una composición de mezcla disolvente diferente en las inmediaciones y en la lejanía 
del ovillo macromolecular. En consecuencia, la solvatación preferencial puede definirse como el 
cambio en la fracción en volumen del componente 1 con respecto a la concentración de 
polímero, según [37]:
donde d(f>i es la diferencia de fracción en volumen del disolvente 1 dentro y fuera de la fase 
ternaria, y C3 la concentración en peso del polímero.
Por otro lado, Horta y col.[35] han estudiado un problema de SEC con un polímero 
sintético como soluto macromolecular, el poli(N-vinil-3,6 dibromocarbazol) en tetrahidrofurano 
como fase móvil y un poliestireno entrecruzado como fase estacionaria o gel. El equilibrio de 
distribución del soluto entre la fase móvil y el gel fué tratado termodinámicamente como un 
problema de adsorción preferencial en un sistema temario disolvente/soluto/gel (adsorción o 
desorción selectiva del soluto por el gel). Posteriormente, Campos y col.[36] relacionaron 
cuantitativamente Kp con X, como puede verse con detalle en §2.4.1. Concretamente para un 
sistema disolvente(l)/polímero(2)/gel(3) la expresión termodinámica de Kp estaba dada por la 
ec.(2.64) y la de X por la ec.(2.65) que reproducimos de nuevo con el propósito de clarificar la 
discusión:
l nKp - - m 2<|>3( l - g ° 3 - g 0 2)
X -  -  v
-  l  +  g 0
12
2g»2 - 2(dgi2/d * 1)
En las Figuras 5.102 y 5.103 se representa -Ln Kp (ó Ln Vp/V'p) vs M2 para algunos 
sistemas a título de ejemplo, concretamente un sistema estudiado en esta Tesis y otro de la 
bibliografía [38,39], respectivamente. Como puede apreciarse la dependencia de Kp con el peso 
molecular de la muestra polimérica no es lineal, lo cual indica que g ^  varía con el peso 
molecular, hecho ya comprobado en nuestro laboratorio [40], Para salvar este problema y poder 
comprobar la variación de Kp con el peso molecular podemos realizar una aproximación: 
suponer que las variaciones de m2, g° 12 y dg^d ^i son despreciables con el peso molecular o 
bien que dichas variaciones se compensan entre sí. E stas magnitudes quedarían englobadas en 
una constante k, de modo que las ecs.(2.64) y (2.65) quedarían relacionadas entre sí de forma:
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Figura 5.102.- Variación del coeficiente de reparto cromatográfico, obtenido con la ec.(5.29), 
con el peso molecular del soluto polimérico para el sistema PSS/TSK y eluyente 
de pH 5.0 y diversas fuerzas iónicas.
0.3
0.2
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> 0
c. 1
-0.1
-0.2
-0.3
0 50000 100000 150000 200000 250000
(g/mol)
 O— Bz/Met (80:20)
# MEK/Hep (50:50)
Figura 5.103.- Variación del coeficiente de reparto cromatográfico, obtenido con la ec.(5.29), 
con el peso molecular del soluto polimérico para sistemasprocedentes de las 
refs.[38] y [39].
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- v 3 lnKp
-  kln Kn
l - 2g02 - 2(d g 12/d.|)1)  m 2«l>3 p
kln v: (5.31)
y teniendo en cuenta la ec.(2.78) también se puede escribir:
X « -  k ln(l + K'^) (5.32)
Una vez relacionadas las magnitudes cromatográñcas con X vamos a analizar la 
dependencia de este último parámetro con el peso molecular del soluto polimérico. Cuando en 
un sistema temario disolvente(l)/disolvente(2)/polímero(3) se representa X frente a M, se 
observa que X aumenta cuando disminuye M sobre todo cuando la mezcla de disolventes se 
comporta como un mal disolvente del polímero [41,42]. Además, a medida que aumenta la 
calidad termodinámica del disolvente, los valores de X disminuyen para un mismo valor de M, y 
la variación con M se va atenuando. Cuando la variación de X con M es más acusada (peor 
mezcla disolvente) a menudo hay que sobrepasar masas moleculares muy grandes para que X se 
haga consytante con M. Este hecho indica que en ningún caso se pueden atribuir estas 
variaciones de X a efectos de final de cadena o a desviaciones conformacionales de la estadística 
gaussiana [41]. La única explicación del fenómeno consiste en admitir que se trata de un efecto 
de concentración en el interior del ovillo macromolecular. Dicho de una forma más precisa, 
como la densidad de segmentos en el interior del ovillo polimérico crece cuando la masa 
disminuye, la adsorción preferencial que debe ser sensible a la concentración, debe variar con 
esta magnitud. Como la concentración de segmentos respecto al centro de gravedad del ovillo 
depende de la raiz cuadrada de la masa [17], Dondos y Benoit [41] ensayaron una ecuación del 
tipo:
- 1/2X -  Xoc+ AM (5.33)
siendo el coeficiente de solvatación preferencial para una muestra de masa molecular infinito,
y A una constante característica del sistema. Una ecuación del mismo tipo fue propuesta primero 
por Read [43] que estimó sin embargo que el segundo término de esta ecuación era 
despreciable, al menos en el rango de masas moleculares estudiadas por él. Asimismo, Dondos 
y Benoit [41] también propusieron la ecuación:
XM1/2 -  \ J A 112 + A (5.34)
y que el coeficiente de solvatación preferencial promedio para todos los segmentos de la cadena 
podía definirse de forma:
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< X > -  AoM _1/2 (5.35)
siendo a  el coeficiente de expansión viscosimétrico del polímero en la mezcla considerada. La 
ec.(5.35) también puede escribirse:
< X > -  B fn]'1 (5.36)
teniendo en cuenta que a  =[tl]/[n]e Y cllie> Ke = tnlo/M1/2 es una constante que representa 
las dimensiones sin perturbar del polímero. Así pues una representación de k[q] vs [q] debe 
proporcionar líneas rectas [44-46].
Si aceptamos que las ecs.(5.34) y (5.36) son trasladables a los sistemas temarios 
cromatográficos formados por disolvente/polímero/gel, sustituyendo la ec.(5.31) en (5.34), 
podremos escribir y proponer:
M1/2h V
VPJ
^ m1/2 + Ak k (5.37)
o bien sustituyendo (5.31) en (5.36) proponer:
[q]hi v: (5.38)
Para comprobar la validez de las ecuaciones propuestas (5.37 y 5.38) hemos optado en 
primer lugar por aplicarlas a ejemplos de la bibliografía en los que se encuentran gran cantidad 
de masas moleculares, lo cual sólo es posible en SEC orgánica de polímeros sintéticos neutros. 
Existen multitud de sistemas formados por polímeros neutros en mezclas de disolventes (de 
calidad termodinámica variable) que permean en geles inorgánicos (Lichrospher, Spherosil, 
etc.) u orgánicos (p-styragel, etc.), y que pueden ser comparables a los estudiados en esta 
Tesis, puesto que en nuestro caso las diferentes fuerzas iónicas del eluyente hacen que vaya 
variando su calidad termodinámica respecto al poliión. Otra de las razones de comenzar esta 
discusión por los sitemas constituidos por polímeros neutros reside en el hecho de que el 
concepto de solvatación preferencial se ha aplicado tradicionalmente a ellos.
En la Figura 5.104 se representa la ec.(5.37) propuesta para los sistemas benceno(Bz)- 
metanol(Met)(80:20)/poliestireno(PS)/Lichorspher y butanona(MEK)-heptano(Hep)(50:50)/ 
PS/Lichrospher a 35 °C [38,39]. Para ambos sistemas se observa una excelente linearidad. La 
pendiente positiva del primer caso indica un valor de positivo, es decir, solvatación 
preferencial del eluyente sobre el gel, por lo que la macromolécula no se solvatará
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preferencialmente con éste. Esta observación está de acuerdo con la conducta cromatográñca 
experimentada por este sistema, en el que los volúmenes de elución del polímero son inferiores 
a los de los polímeros de referencia con mecanismos de SEC pura (para un mismo volumen 
hidrodinámico se entiende). Por otro lado, la pendiente negativa del segundo sistema 
representado indica negativa o solvatación preferencial del soluto polimérico sobre el gel, de 
acuerdo con lo observado experimentalmente desde un punto de vista cromatográfico, es decir 
volúmenes de elución superiores a los correspondientes a la exclusión por tamaños. La Figura 
5.105 muestra la representación de la ec.(5.37) para los sistemas Bz-Met/PS/Spherosil y MEK- 
Hep/PS/Spherosil a varias composiciones de la mezcla disolvente [30,31]. Puede observarse 
que la linearidad es buena en todos los casos. El comentario con respecto a los signos de las 
pendientes es análogo al de la Figura anterior, sin embargo, en estos sistemas, al disponer de 
varias composiciones de disolvente, podemos hacer un análisis adicional: centrándonos en los 
casos de pendiente positiva, ésta será tanto mayor cuanto mayor sea la solvatación preferencial 
disolvente-gel, o menor la interacción polímero-gel, lo cual está en perfecto acuerdo con su 
conducta cromatográfica pues la mezcla que sufre mayores retenciones en cuanto al volumen de 
elución es la de composición 75:25 y ésta es también la que mayor pendiente positiva presenta. 
Con respecto a las pendientes negativas, las adsorciones quedan igualmente explicadas. La 
Figura 5.106 muestra la representación de la misma ecuación para el sistema ciclohexano 
(CH)/PS/p-styragel a 35 °C [36,47]. En este sistema y debido a la escasa calidad termodinámica 
del CH por el PS, se induce la interacción PS-pstyragel, lo cual se confirma a través de la 
pendiente negativa de la representación. La Figura 5.107 muestra la aplicación de la misma 
ecuación al sistema Bz-Met(78:22)/PS/Spherosil [28]. Se observa un aceptable cumplimiento de 
la ecuación que proponemos, así como una pendiente positiva que explica las desviaciones 
observadas en los calibrados hacia menores volúmenes de elución respecto del calibrado de 
exclusión pura. Por último, la Figura 5.108 muestra el sistema THF/PS/PS a 25 °C [34] en el 
cual se confirma a través de su pendiente negadva las adsorciones o retrasos respecto a un 
calibrado de referencia que se observan en su conducta cromatográfica.
A continuación aplicamos la ec.(5.37) a los sistemas objeto de estudio en esta Tesis. La 
Figura 5.109 presenta el sistema tampón/PGA/TSK de varias I y pH 5.0 (parte a) y 7.0 (parte 
b). Se puede comprobar que cuando las interacciones hidrofóbicas son predominantes en este 
sistema (pendientes negativas), la ecuación propuesta se cumple aceptablemente. Este hecho 
puede explicarse si tenemos en cuenta que la adsorción polímero-gel es un fenómeno análogo a 
la solvatación preferencial de estos dos componentes, mientras que las repulsiones 
electrostáticas sólo serían equivalentes atendiendo a los resultados observados en SEC, pero no 
análogas en su mecanismo químico-físico a las desorciones preferenciales. La Figura 5.110 
(partes a y b) muestra el sistema tampón/PSS/TSK a pH 5.0 y 7.0, respectivamente. Se
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Figura 5.104.-Representación de la ec.(5.37) para los sistemas Bz-Met/PS/Lichrospher y 
MEK-Hep/PS/Lichrospher a 35 °C procedentes de las refs. [38] y [39].
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Figura 5.105.-Representación de la ec.(5.37) para los sistemas Bz-Met/PS/Spherosil y 
MEK-Hep/PS/Spherosil procedentes de las refs. [30] y [31].
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Figura 5.106.-Representación de la ec.(5.37) para el sistema CH/PS/fi-styragel a 35 °C 
procedente de las refs. [36] y [47].
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Figura 5.107.- Representación de la ec.(5.37) para el sistema Bz-Meí/PS/Spherosil procedente
de la ref. [28].
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Figura 5.108.- Representación de la ec.(5.37) para el sistema THF/PS/PS procedente de la ref. 
[34].
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observan grandes pendientes negativas que están de acuerdo con las fuertes interacciones 
hidrofóbicas que se establecen entre el gel TSK y el polielectrolito PSS como se indicó en la 
discusión cualitativa. La Figura 5.111 analiza mediante la misma ecuación el sistema 
tampón/PAA/TSK. Podemos decir que al menos las representaciones correspondientes a los 
eluyentes con fuerzas iónicas altas indican solvataciones preferenciales polímero-gel y tienen 
una linearidad aceptable. En general, para los sistemas mostrados a pH 5.0, donde las 
interacciones hidrofóbicas son más evidentes, las pendientes negativas son siempre mayores 
que a pH 7.0 para todos los casos estudiados, aunque enseñamos a título de ejemplo sólo 
algunos de ellos. La Figura 5.112 muestra la aplicación de la ec.(5.37) al sistema 
tampón/PSS/Protein 1-250 a diferentes I y pH 4.0. Debido a la naturaleza del gel, en este 
sistema sólo cabe esperar interacciones de tipo repulsivo. Esta conducta se corrobora a través de 
las pendientes positivas obtenidas para todos los eluyentes, lo cual indica solvatación 
preferencial del eluyente sobre el gel y ésto equivale cromatográficamente hablando a un 
adelanto en la elución. La buena linearidad observada en la representación, nos induce a pensar 
que las adsorciones o desorciones polímero-gel se ordenan con el peso molecular a través de la 
ecuación que se propone cuando uno de los mecanismos secundarios predomina abiertamente 
sobre el otro. En los sistemas en que interviene el gel UHG hemos detectado un mayor 
equilibrio de ambos mecanismos (ver discusión cualitativa), por ello la aplicabilidad y 
cumplimiento de la ecuación que proponemos es más problemática y se ha obviado mostrar las 
figuras correspondientes por su escaso interés.
Por último hemos comprobado esta ecuación para un sistema de SEC acuosa de 
polilectrolitos de la bibliografía [2], el sistema tampón(pH 8.0, varias I)/PSS/Shodex OHpak a 
25°C. En este sistema las interacciones hidrofóbicas observadas experimentalmente a través de 
los calibrados están de acuerdo con las pendientes negativas de las representaciones mostradas 
en la Figura 5.113. Aunque conscientes de la limitación de disponer de pocos pesos 
moleculares para las muestras estudiadas en estos sistemas acuosos, podemos concluir 
afirmando que el cumplimiento de la ecuación (5.37) que se propone es, en general, aceptable 
tanto para sistemas estudiados en SEC orgánica con polímeros sintéticos neutros como en SEC 
acuosa de polilectrolitos. Por ello, y en lo que respecta fundamentalmente a las adsorciones, 
proponemos una ecuación que explica cuantitativamente éstas, en función del peso molecular, 
para cada eluyente.
El objetivo siguiente es analizar la ecuación (5.38) que también se propone en esta Tesis, 
aplicándola a nuestros sistemas y a algunos ejemplos de la bibliografía. La Figura 5.114 
muestra la representación de dicha ecuación para el sistema tampón (I variable)/PGA/TSK a pH 
5.0 (parte a) y pH 7.0 (parte b). Se observa que la ecuación se cumple aceptablemente sobre
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Figura 5.109.-Representación de la ec.(5.37) para el sistema PGA/TSK en eluyentes de
diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.110.-Representación de la ec.(5.37) para el sistema PSS/TSK en eluyentes de
diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.111.- Representación de la ec.(5.37) para el sistema PAA/TSK en eluyentes de pH 5.0 
y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.112.- Representación de la ec.(5.37) para el sistema PSS/Protein 1-250 en eluyentes
de pH 4.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.113.- Representación de la ec.(5.37) para el sistema PSS/ShodexOHpak en eluyentes 
de pH 8.0 y diversas fuerzas iónicas, procedente de la ref.[2].
todo en las zonas donde la solvatación preferencial polímero-gel (interacciones hidrofóbicas) 
predominan, lo cual se pone de manifiesto a través de las pendientes negativas de esta 
representación, mayores a pH 5.0 y fuerzas iónicas elevadas. La Figura 5.115 muestra el 
sistema tampón/PSS/TSK a pH 5.0 y 7.0 (partes a y b, respectivamente). Este ejemplo es uno 
de los que presenta mayores interacciones hidrofóbicas en su conducta cromatográfica, hecho 
que se pone en evidencia con los valores de K* negativos que podemos observar en la Figura. 
En todos los casos también podemos destacar la excelente linearidad de la representación de la 
ec.(5.38) propuesta. Un comentario análogo se puede hacer para los sistemas 
tampón/PAA/TSK que se muestran en la Figura 5.116. En ejemplos como el sistema 
tampón/PSS/Protein 1-250 a pH 4.0, mostrado en la Figura 5.117, donde sólo se ponen de 
manifiesto de forma predominante las repulsiones electrostáticas, se observa que la ec.(5.38) se 
cumple perfectamente a cualquier I y se ponen en evidencia estos mecanismos secundarios a 
través de los valores positivos obtenidos para Xoo. Así pues, podemos decir que las leyes que 
gobiernan la solvatación preferencial en polímeros neutros y eluyentes no acuosos, son 
extrapolables a sistemas disolvente/polímero/gel en medio acuoso en toda su extensión.
Finalmente, en lo que respecta a la aplicabilidad de la ec.(5.38), se ha representado para 
un ejemplo de la literatura [2], el sistema tampón/PSS/Shodex OHpak que se muestra en la 
Figura 5.118. En ella queda patente la validez de dicha ecuación para explicar las adsorciones 
polímero-gel observadas en cromatografía. Podemos concluir que esta ecuación que se propone
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explica cuantitativamente tanto adsorciones como repulsiones polímero-gel en función del peso 
molecular, para cada eluyente.
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Figura 5.114.-Representación de la ec.(5.38) para el sistema PGA/TSK en eluyentes de
diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.115.-Representación de la ec.(5.38) para el sistema PSS/TSK en eluyentes de
diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.116.-Representación de la ec.(5.38) para el sistema PAA/TSK en eluyentes de
diversas fuerzas iónicas y pH: (a) 5.0 y (b) 7.0.
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Figura 5.117.- Representación de la ec.(5.38) para el sistema PSS/Protein 1-250 en eluyentes 
de pH 4.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.118.- Representación de la ec.(5.38) para el sistema PSS/ShodexOHpak procedente
de la ref.[2].
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A continuación pretendemos estudiar la relación entre el coeficiente de reparto 
cromatográfico, Kp, y la constante del equilibrio de adsorción, K '^. En la parte teórica (§2.4.2) 
se muestra el desarrollo de las ecuaciones que llevan finalmente a la relación entre ambas 
magnitudes (ver ec. 2.78). Teniendo en cuenta la ec.(5.32) para valores de K '^  pequeños (Kp 
algo superior a la unidad) se puede realizar la aproximación:
^ - - k K ^  (5.39)
y sustituyendo esta expresión en las ecs.(5.34) y (5.36) se obtiene:
M1/2K' -  % M 1/2 + £  ad k k
r i »f( 0° B
(5.40)
(5.41)
ecuaciones equivalentes a las propuestas para Kp y que son válidas cuando las adsorciones 
polímero-gel son moderadas.
Las Figuras 5.119 a 5.122 muestran la representación de la ec.(5.40) para algunos de los 
sistemas estudiados. Puede observarse en todas ellas que dicha ecuación se cumple 
aceptablemente en el rango de interacciones hidrofóbicas moderadas. De forma similar la 
representación de la ec.(5.41) se muestra para los mismos sistemas en las Figuras 5.123 a 
5.126 obteniéndose un buen ajuste de los puntos experimentales. Podemos pues concluir que 
ambas ecuaciones son también capaces de explicar cuantitativamente los mecanismos 
secundarios de adsorción en SEC acuosa, en función del peso molecular, para cada eluyente.
En último lugar hemos pretendido relacionar las pendientes de las representaciones de la 
ec.(5.37) con la composición del eluyente. Tradicionalmente, en sistemas poliméricos temarios 
disolvente(l)/disolvente(2)/polímero(3) se ha representado Xoo frente a la composición de la 
mezcla disolvente, encontrándose ajustes lineales donde Xoo-+0 cuando el disolvente que origina 
la solvatación preferencial desaparece [41]. La extrapolación de esta idea a un sistema 
cromatográfico en el que acontecen mecanismos secundarios es complejo. En el sistema Bz- 
Met/PS/Spherosil [30], la distinta proporción del metanol en el eluyente desvía los calibrados 
respecto del de exclusión pura, pero cuando el porcentaje de metanol es cero, Kp -*• 1 y de 
acuerdo con la ec.(5.31), X.» debe tender a cero, por lo que la pendiente de la ec.(5.37) debe 
anularse. Las mismas consideraciones pueden hacerse cuando el disolvente es MEK/Hep y el 
heptano tiende a desaparecer de la mezcla. Así pues, la Figura 5.127 muestra la representación
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Figura 5.119.- Representación de la ec.(5.40) para el sistema PGA/TSK en tampón acetato de 
pH 5.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.120.- Representación de la ec.(5.40) para el sistema PSS/TSK en tampón acetato de
pH 5.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.121.- Representación de la ec.(5.40) para el sistema PAA/TSK en tampón fosfato de 
pH 7.0 e 1=0.10 M.
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Figura 5.122.- Representación de la ec.(5.40) para el sistema PSS/UHG en tampón fosfato de
pH 7.0 e 1=0.20 M.
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Figura 5.123.- Representación de la ec.(5.41) para el sistema PGA/TSK en tampón acetato de 
pH 5.0 y diversas fuerzas iónicas.
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Figura 5.124.- Representación de la ec.(5.41) para el sistema PSS/TSK en tampón acetato de
pH 5.0 e 1=0.01 M.
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Figura 5.125.- Representación de la ec.(5.41) para el sistema PAA/TSK en tampón fosfato de 
pH 7.0 e 1=0.10 M.
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Figura 5.126.- Representación de la ec.(5.41) para el sistema PSS/UHG en tampón fosfato de
pH 7.0 e 1=0.20 M.
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de la pendiente de la ec.(5.37) CKJk) frente al porcentaje de metanol o heptano del sistema 
descrito anteriormente. Podemos observar que dichas pendientes se alinean con la composición 
del "mal" disolvente, aunque la extrapolación a composición cero no se anula.
Las Figuras 5.128 a 5.130 muestran las mismas representaciones para ejemplos 
estudiados en esta Tesis. En general, en estos casos, la pendiente se anula (Xoo-*>0) cuando Vp = 
V'p (desaparición de mecanismos secundarios), es decir cuando 1-+°° ó I-1/2—*-0. Concluimos 
pues confirmando que para cada composición del eluyente, existen volúmenes de elución que se 
ordenan con el peso molecular según leyes que proponemos, y que los diferentes calibrados 
obtenidos en SEC se ordenan también entre sí a través de fenómenos relacionados fuertemente 
con solvataciones preferenciales entre los diferentes componentes del sistema cromatográfico.
0.6
MEK/Hep 
 O—  Bz/Met0.4
0.2
- 0.2
-0.4
0 10 20 30 40 50 60 70
% Hep ó Met
Figura 5.127.- Variación de la pendiente de la ec.(5.37) con la composición del eluyente para el 
sistema procedente de la ref.[30].
221
5. Discusión de Resultados
2.5
2.0
0.5
0.0
-0.5
6 8 10 12 14 160 2 4
I' 1'2 (molí/ 1)-1'2
Figura 5.128.- Variación de la pendiente de la ec.(5.37) con la fuerza iónica del eluyente para el 
sistema PGA/TSK en tampón fosfato de pH 7.0.
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Figura 5.129.- Variación de la pendiente de la ec.(5.37) con la fuerza iónica del eluyente para el
sistema PAA/TSK en tampón fosfato de pH 7.0.
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Figura 5.130.- Variación de la pendiente de la ec.(5.37) con la fuerza iónica del eluyente para el 
sistema PSS/Protein 1-250 en tampón acetato de pH 4.0.
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Capítulo 6 
CONCLUSIONES
1.- El aumento de la fuerza iónica del eluyente ejerce un doble efecto: sobre la 
conformación del polímero y sobre la actividad del gel. Por un lado, la existencia de 
contraiones disminuye la expansión intramolecular del poliión; y por otro, actúa 
minimizando la repulsión existente entre la superficie y el polielectrolito. En 
consecuencia, disminuyen las repulsiones electrostáticas, aumenta el volumen de 
elución del soluto polimérico y se atenúan los efectos secundarios de exclusión iónica.
2.- El pH del medio (eluyente o disolvente) afecta más al gel que al polímero. En cualquier 
caso, su influencia se centra en el grado de disociación de los grupos ionizables 
presentes en la superficie del gel o bien en los grupos laterales propios del 
polielectrolito. Cuando el pH es inferior al pKa de dichos grupos, las repulsiones 
electrostáticas entre cargas similares de soluto y gel se anulan; mientras que a valores de 
pH superiores a los pIC* correspondientes, la interacción repulsiva polianión-gel es
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máxima. En general, los calibrados de polielectrolitos se aproximan al mecanismo de 
exclusión estética pura cuando disminuye el pH de la fase móvil.
3.- En cuanto a la naturaleza de los polímeros y su efecto sobre el comportamiento de 
elución de los mismos, se observa que los de tipo vindico, PSS y PAA, tienen mayores 
volúmenes de elución que el poliaminoácido, PGA. Este hecho podría interpretarse de 
dos formas: a) los polímeros vinñicos son más flexibles que el PGA puesto que el 
enlace peptídico de este último confiere rigidez a la cadena; por consiguiente, los 
primeros pueden adoptar conformaciones más replegadas o menos estiradas que el 
segundo, entrando así en más poros a igualdad de composición del eluyente y de 
soporte utilizado, b) PSS y PAA poseen una densidad de zonas apolares por unidad de 
longitud en sus estructuras químicas, superior a la que presenta el PGA, por lo que 
pueden interaccionar hidrofóbicamente con el gel, retardándose su elución.
Sin embargo, las repulsiones eléctricas de PSS y PAA también deberían ser superiores 
a las del PGA, debido a que la distancia entre dos cargas consecutivas (distancia 
monomérica) es menor. Esta última observación no se ha evidenciado, lo cual puede 
significar que en la competencia que se establece entre ambos tipos de efectos 
secundarios, predominan las interacciones hidrofóbicas soluto-gel, principalmente en el 
caso de la elución del PSS con geles tipo TSK.
4.- La capacidad de resolución y separación de los soportes cromatográficos se ve afectada 
en general por la composición del eluyente. En los tres geles utilizados, el aumento de 
la fuerza iónica y la disminución del pH de la fase móvil repercuten en una 
desactivación de la superficie, y por tanto en una mejora de la resolución de los 
calibrados de cualquier polielectrolito. Sin embargo, comparativamente se aprecian 
grandes diferencias, así el gel Protein 1-250, de tipo inorgánico, exhibe únicamente 
efectos secundarios de exclusión iónica; el TSK PW4000 y el UHG-250 de naturaleza 
polimérica, también muestran este tipo de mecanismo, pero mucho menos acusado, 
junto con interacciones hidrofóbicas, mucho más acentuadas en el TSK. Por 
consiguiente, de la comparación de los tres geles se puede concluir que el más 
apropiado para la separación de polielectrolitos sería el UHG-250.
5.- Del análisis cualitativo de los resultados se desprende que una separación 
cromatográfica óptima de polielectrolitos sintéticos y/o de biomacromoléculas exige un 
estudio previo y riguroso tanto del soporte cromatográfico como del pH y fuerza iónica 
de la fase móvil.
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6.- La aplicación de un modelo teórico que cuantifica las repulsiones electrostáticas ha 
conducido a determinar el espesor de la barrera eléctrica o doble capa, y que junto 
al estudio de la longitud de persistencia eléctrica del polianión nos permite concluir que 
dicho espesor se debe a la contribución simultánea de las dos dobles capas tanto del 
soluto como del gel (a diferencia de los modelos publicados hasta el momento), y por 
tanto que dicha distancia es variable con el peso molecular.
7.- Se propone una expresión (ec.5.5) para el cálculo del coeficiente cromatográfico del 
polielectrolito, K 's e c »  cuando acontecen mecanismos secundarios de repulsión. La 
comparación de los valores de calculados con dicha ecuación muestran una buena 
concordancia con los experimentalmente obtenidos a partir de volúmenes de elución.
8.- De los resultados obtenidos sobre la variación del volumen de elución, V'c, con la 
fuerza iónica, I, se puede afirmar que la mejor dependencia vendría representada por 
V'c «  I-1 en lugar de V'c «  I-1/2, como venía utilizándose en la mayoría de los casos. 
Así pues, la dependencia propuesta viene dada por la ec.5.24.
9.- Bajo ciertas condiciones de pH e I se observan desplazamientos de los volúmenes de 
elución mayores que los de los polímeros no cargados, indicando por tanto una mayor 
afinidad del polielectrolito por el gel, atribuible a una interacción de tipo hidrofóbico. El 
tratamiento de este efecto secundario con la teoría de Flory-Huggins para sistemas 
poliméricos temarios permite cuantíficar dicho efecto.
10.- Se propone una relación entre la constante del equilibrio de adsorción soluto-gel y el 
coeficiente de reparto cromatográfico teniendo en cuenta efectos ajenos a la exclusión 
estética puta.
11.- Se proponen nuevas expresiones (ecs.5.37 y 5.38) para Kp que cuantifican las 
interacciones hidrofóbicas observadas, justificando el comportamiento de elución de los 
polielectrolitos y su variación con el peso molecular. La validez de ambas expresiones 
se confirma con datos bibliográficos y con los obtenidos en esta Memoria.
12.- Se interpreta la interacción hidrofóbica soluto-gel en términos de adsorción, 
proponiendo nuevas expresiones (ecs.5.40 y 5.41) que permiten obtener una constante 
de adsorción, K'a¿ en función del peso molecular del soluto polimérico para cada 
eluyente.
Reunido el Tribuna1 q u e  suscribe, en e l  día de la í eolia,XJ (jp, ,
acordó otorgar, por unanimidad, a esta Tesis doctoral de
:MKÍA  QA  _
la calificación de ........CífH LAfJhE   .
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